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RESUMEN EN CASTELLANO 
Las infecciones son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los 
pacientes con Leucemia Linfática Crónica (LLC). La patogénesis de las infecciones es 
multifactorial, incluyendo entre las causas principalmente descritas, la hipogammaglobulinemia 
Y la inmunosupresión generada en ellos debido a las terapias administradas. Sin embargo, 
pacientes sin estos factores de riesgo desarrollan de igual forma infecciones y aún no están 
claros los mecanismos implicados. En el presente trabajo se demuestra que la respuesta 
inflamatoria de los monocitos (M) de 70 pacientes con LLC se encuentra bloqueada en un 
estado refractario y que son incapaces de desarrollar una respuesta inflamatoria clásica frente a 
una endotoxina, como es el LPS, pudiendo ser la causa en el incremento de infecciones que 
presentan estos pacientes. Además, comprobamos como los M presentan características de la 
“tolerancia a endotoxinas” entre las que se incluyen la baja producción de citoquinas pro-
inflamatorias; alta expresión de los marcadores de membrana CD16, CD163 y CD64; alta 
capacidad fagocítica; disminución tanto en la expresión de las moléculas del complejo de 
histocompatibilidad HLA-DQ y HLA-DR como en la capacidad para la presentación antigénica. 
Además se vio significativamente incrementado el principal regulador negativo de la vía TLR4, 
IRAK-M. 
Por otra parte, se ha encontrado una importante asociación entre el incremento de la 
tasa de infecciones en los pacientes con LLC y altas concentraciones de ácido hialurónico (HA). 
Sin embargo, no se ha encontrado una implicación directa de esta molécula en la generación de 
un fenotipo tolerante en los M y tampoco de ningún otro factor soluble analizado. Sólo el 
contacto directo de los M con las células tumorales es capaz de reproducir in vitro las 
características fenotípicas observadas en los pacientes con LLC. Con el objeto de validar todas 
estas características y ampliar los estudios al respecto se desarrolló un modelo in vitro de M de 
“buffy coat” co-cultivados con células tumorales de LLC, (MEC-1) emulando así las características 
de los pacientes con LLC. 
Además, en el presente trabajo se encontró una significativa sobre-expresión del 
miRNA146a tanto en los M del modelo como en los M de los pacientes con LLC. Los genes 
dianas de este miRNA IRAK-1 y TRAF6 se encontraron significativamente disminuidos. 
Concluyendo, en la presente tesis doctoral se aporta una nueva explicación en el estudio 
de las infecciones en los pacientes con LLC  describiendo un nuevo mecanismo de “tolerancia 
cruzada” existente entre las endotoxinas y los tumores.  
  
 
 RESUMEN EN INGLÉS 
Infections are the most important cause of morbidity and mortality in patients with 
Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). The pathogenesis of infections is multifactorial and 
includes hypogammaglobulinemia together with specific immunesuppression generated by the 
different therapies administered.  Patients without these risk factors also suffer infections, being 
the mechanism unknown. In a cohort of 70 patients with CLL, we demonstrated that their 
monocytes (M) were locked into a refractory state and were unable to develop a classic 
inflammatory response to endotoxin, such as LPS. In addition, they exhibited the primary 
features of endotoxin tolerance (ET), including low cytokine production, high expression of ET 
markers such as CD16, CD163 and CD64, high phagocytic activity, an impaired expression of two 
molecules of class II from Complex Major Histocompatibility (HLA-DQ and HLA-DR) and a 
defective antigen presentation. Further, a significant induction of the main negative regulator of 
TLR4 pathway, IRAK-M was observed. 
On the other hand, a significant association was found between acid hyaluronic (AH) and 
the increase of rate infections. However, it was not found any implication between this molecule 
and the generation of tolerant phenotype in monocytes, and neither other soluble factor 
analyzed. 
 We have demonstrated that only with the direct contact tumor cell-M is able to 
generate in vitro the phenotype observed in the monocytes of LCC patients. In addition, to 
validate all these features and in order to expand the studies, an in vitro model was developed 
with M from buffy coat co-cultured with tumor line of LLC (MEC-1) with the aim to simulate the 
characteristics of patients with LLC. 
In other level of the study it was found a significant over-expression of miRNA146a in M 
co-cultured with cell MEC-1 and M from LLC patients. Moreover the main gene target of this 
miRNA, such as IRAK-1 and TRAF6 were significant downregulated.  
Our study provides a new explanation for infections in patients with CLL and describes a 
crosstolerance mechanism between endotoxins and tumors. 
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1. INTRODUCCIÓN 
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1.1 LA LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA B. 
La Leucemia Linfática Crónica (LLC) se define, según la última revisión de la clasificación 
de tumores del tejido hematopoyético y linfoide de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 
como una neoplasia linfoide B de célula madura (158). En la Fig. I1 se muestra un esquema de las 
líneas celulares que pueden ser afectadas en el sistema hematopoyético. La LLC es una 
enfermedad oncológica, caracterizada por la expansión clonal de linfocitos B (CD5+, CD19+, 
CD20 dim, CD23 +, SmIgdim), de pequeño tamaño, monomorfos y discretamente irregulares que se 
acumulan en la sangre periférica, los nódulos linfáticos, la médula ósea, el hígado y el bazo(157). 
Además, pueden estar acompañados de un pequeño porcentaje de prolinfocitos y 
parainmunoblastos que forman centros proliferativos en los tejidos que infiltran. 
Figura I1. Esquema de la patogenia de las leucemias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I1: Patogenia de las leucemias: Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades neoplásicas. 
Según el tipo de células que proliferan se dividen en agudas donde proliferan las células inmaduras o blastos y 
crónicas, donde proliferan las células maduras. Imagen modificada de (63). 
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La LLC es la forma de leucemia más común en los países occidentales, presentando una 
incidencia entre 2 y 6 casos por cada 100.000 habitantes/año. La edad media del diagnóstico es 
a los 65 años, a partir de entonces la incidencia se incrementa hasta en 12,8 casos por 100.000 
habitantes/ año (157). Por sexos, presenta una proporción de 1,5-2 hombres frente a 1 mujer. La 
mayoría de los pacientes con esta patología presentan una enfermedad indolente que, en 
numerosos casos, se diagnóstica en análisis rutinarios. Es una patología aún incurable, con una 
supervivencia media de 24 años, y puede presentarse sin progresión alguna. En la actualidad la 
estrategia médica consiste en tratar únicamente la progresión sintomática (2; 66; 143). 
Para evaluar la evolución clínica de los pacientes con LLC se usa el sistema de 
clasificación Binet (18), ampliamente recomendado por las guías de LLC en la orientación del 
inicio del tratamiento (66). Los distintos estadios son 3: 
 Estadio Binet A: La linfocitosis no cumple los criterios para B y C. Normalmente 
los pacientes en este estadio no requieren tratamiento. 
 Estadio Binet B: 3 o más áreas linfoadenopáticas, no cumplen criterios para el 
estadio C. En algunos de los pacientes en este estadio se considera el 
tratamiento. 
 Estadio Binet C: Además de los anteriores, anemia (Hb<10g/dL) o 
trombocitopenia (plaquetas <100x109/L). La mayoría de los pacientes en este  
estadio requieren tratamiento. 
Esta patología representa una de las principales causas de muerte  en hematología 
oncológica en países occidentales(170). Según las estadísticas en Estados Unidos durante el año 
2014 se diagnosticaron 5.980 nuevos casos de LLC y se produjeron 810 muertes atribuibles a la 
enfermedad(170). La LLC es la neoplasia hematológica con mayor predisposición familiar, se han 
documentado entre un 5-10% de casos de LLC en los que al menos existen 2 o más casos entre 
familiares. Además, el riesgo global se incrementa entre 2 y 7 veces más para los familiares de 
primer grado (57). 
La LLC presenta siempre afectación en sangre y en médula ósea, aunque no siempre 
llega a presentar infiltración del ganglio linfático y la estructura ósea nunca se encuentra 
afectada  (ver Figura I2). Las principales características morfológicas tanto en sangre  periférica 
como en médula ósea son la presencia de células de pequeño tamaño,con cromatina 
condensada y escaso citoplasma (145). Además, estas células expresan IgM o IgD como 
inmunoglobulinas de superficie (sIg),  marcadores de célula linfoide B madura como CD19, CD20 
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y CD22, también co-expresan marcadores de células neoplásicas, CD5, CD23 y CD43, y carecen 
de marcadores de centro germinal. Por el contrario CD79b y FMC7 se expresan muy débilmente 
y el CD10 no se llega a detectar (49; 66). 
Figura I2. Características de la Leucemia Linfática Crónica. 
 
 
 
 
 
 
1.1.1. Características clínicas. 
Las células afectadas en la LLC, los linfocitos B, forman parte del sistema inmune 
adaptativo. Se originan en la médula ósea y van pasando por diferentes etapas de maduración, 
cada una de las cuales se caracteriza por el estado de recombinación de los genes de las cadenas 
pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas y por la expresión de ciertos marcadores de superficie 
(56). Existen diversos modelos en los que se postula como origen de las células tumorales las 
diferentes mutaciones en el gen de la región variable de las cadenas pesadas de las 
inmunoglobulinas (Ighv)(86; 156). Sin embargo, ninguno de ellos es capaz de esclarecer el origen 
de las células tumorales. 
Por otro lado, alrededor del 80% de los casos de LLC presentan alteraciones 
citogenéticas detectadas por la técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) (160). El 50% de 
los pacientes presentan “deleción” en 13q14.3 (121), un 20%de los casos presentan trisomía del 
cromosoma 12 (195), con mucha menor proporción se encuentran “deleciones” en el 11q22-23, 
17p13 y en el 6q21 (71). Estas alteraciones citogenéticas, junto con la expresión de diferentes 
proteínas de membrana, como la proteína 70 asociada a cadena ZAP (ZAP70) y CD38; forman 
parte de los factores a tener en cuenta en el pronóstico biológico de la enfermedad (162).Por 
otra parte, los factores de pronóstico clásicos que se evalúan son: i) los estadios clínicos, ii) el 
tiempo de duplicación linfocitaria, iii) el grado y el patrón de infiltración en médula ósea. Estos 
factores de pronóstico biológico resultan herramientas útiles para una apropiada terapia clínica. 
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1.1.2. Papel del sistema inmune en la Leucemia Linfática Crónica. 
Entre las complicaciones que se pueden presentar en esta patología las infecciones 
secundarias se han descrito como una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad. 
Diferentes autores han descrito que el 50% de los pacientes con LLC han sufrido algún tipo de 
colonización patogénica, causando en el 70% de ellos su fallecimiento (56; 75; 124; 128; 154; 
157). La patogénesis de las infecciones en estos  pacientes  es multifactorial, se debe a los 
defectos inmunes inherentes a la enfermedad y a la inmunosupresión relacionada con las 
terapias (127). En ellos se han descrito hipogammaglobulinemia, anormalidades en los subtipos 
de células T, defectos en las funciones de los neutrófilos y los monocitos (124; 154; 157) y en la 
funcionalidad del complemento (189). Por otra parte, las terapias administradas a estos 
pacientes generan una inmunosupresión específica, aumentando la deficiencia inmune de los 
pacientes. 
Diferentes mecanismos se han discutido para explicar la asociación entre la LLC y el  
mayor riesgo de padecer infecciones en estos pacientes. La hipogammaglobulinemia se ha 
descrito como uno de los principales agentes causantes (124; 154; 157). Además, puede 
desempeñar un papel como indicador del avance de la enfermedad (178).Por otra parte, los 
tratamientos con purinas y con anticuerpos monoclonales también pueden tener un importante 
papel en este contexto. Estos tratamientos son causantes de la profunda y sostenida 
inmunodeficiencia observada en las células T. En cualquier caso, se ha observado que pacientes 
con cantidades normales de inmunoglobulinas y sin tratamiento que produjese 
inmunodeficiencia en las células T presentaban infecciones oportunistas (49; 153). 
Diversos estudios también han evaluado el impacto en la inmunidad humoral y en las 
infecciones de las mutaciones en la región variable de la cadena pesada (VH) de las 
inmunoglobulinas, sin haber encontrado una asociación evidente (52; 172). En los pacientes con 
LLC un efecto secundario a la terapia puede ser la disminución del número absoluto de 
neutrófilos y monocitos, así como defectos en su función. De hecho, se han descrito deficiencias 
en la actividad fagocítica y bactericida de los neutrófilos, incluyendo un descenso en su 
capacidad quimiotáctica inducida por C5a (189). También se han mostrado deficiencias en los 
niveles de mioloperoxidasa, lisozima y b-gluconidasa en los monocitos(111). 
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Por todo ello, encontrar una relación entre los parámetros clínicos-biológicos de los 
pacientes y la predisposición a padecer infecciones puede ser una herramienta de gran utilidad, 
facilitando así la identificación de los diferentes subgrupos de pacientes para determinar la 
estrategia terapéutica o los tratamientos profilácticos apropiados que puedan ayudar a reducir 
la incidencia e impacto de las infecciones en estos pacientes. 
1.2 EL SISTEMA INMUNE INNATO 
El sistema inmune está formado por un conjunto de células, órganos especializados y 
mecanismos encargados de proteger al organismo de infecciones y agresiones, a través de sus 
capacidades de identificación y eliminación de todos aquellos agentes que resulten patogénicos 
o dañinos. Podemos clasificar el sistema inmune en innato o adaptativo según el tipo de 
respuesta que predomine. Ambas respuestas se diferencian en los mecanismos, los tipos de 
receptores utilizados para el reconocimiento antigénico,  las células efectoras y  en las citoquinas 
y quimioquinas producidas. 
El sistema inmune innato fue descrito por primera vez en el siglo XIX y está presente en 
todos los organismos multicelulares (191). Representa la primera barrera defensiva del 
organismo frente a diferentes agresiones, tales como quemaduras, intervenciones quirúrgicas o 
infecciones, y no requiere sensibilización previa (168). La inmunidad innata está compuesta por 
las barreras físicas y químicas como el epitelio y las sustancias antimicrobianas producidas en las 
superficies epiteliales, las proteínas plasmáticas que forman parte del sistema del complemento 
y las proteínas de fase aguda. También se compone de diferentes tipos celulares como las NKs 
(del inglés Natural Killers), los neutrófilos, las células dendríticas y los monocitos/macrófagos 
(Mφ)(155). 
Las células del sistema inmune innato son capaces de reconocer estructuras altamente 
conservadas denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés PAMPs), el 
reconocimiento de estas señales por parte del sistema inmune innato se debe a tres razones 
principalmente: i)son estructuras invariables en una clase de microorganismos determinados, 
ii)se producen mediante vías únicas en los microorganismos, permitiendo así la discriminación 
entre lo propio y lo ajeno, y iii)los PAMPs tienen un papel esencial en la fisiología microbiana, 
limitando la capacidad que tienen los microorganismos para evadir el reconocimiento del 
sistema inmune a través de la evolución adaptativa de estas moléculas. Los PAMPs bacterianos 
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suelen ser en su mayoría componentes de la pared celular como el lipopolisacarido (LPS), el 
peptidoglicano (PG) o el ácido lipoteicoico (LTA); en los hongos un importante PAMP es el β-
glucano, principal componente de la pared fúngica. La detección de cualquiera de estas 
estructuras por el sistema inmune innato advierte de la presencia de microorganismos e inicia 
una respuesta inflamatoria(119). 
Las células dendríticas y los Mφ internalizan y procesan los antígenos, exponiendo los 
productos obtenidos a través de las moléculas principales de histocompatibilidad de clase II 
(MHC-II). El complejo formado por el antígeno y el MHC-II es reconocido por los linfocitos T, 
iniciando la respuesta adaptativa. Además, el reconocimiento del patógeno por las células 
dendríticas y por los Mφ activa diversas vías de transducción de señales que inducen la 
liberación de citoquinas tales como las interleuquinas (IL) 1β, IL6, IL8, IL12 y el factor de necrosis 
tumoral α (TNFα). También se induce la liberación de otras moléculas como la enzima activadora 
de plasminógeno, algunos radicales de oxígeno, peróxido, el factor activador de plaquetas y 
mediadores lipídicos de la inflamación (prostaglandinas y leucotrienos) (53). Por tanto, el tipo de 
activación de la célula presentadora de antígeno es crucial para determinar el tipo de respuesta 
inmune. Además, las células presentadoras de antígeno secretan IL12 e IL18, incrementando la 
función citotóxica de las células NK y los linfocitos T CD8+ (54; 150; 181), estimulando la 
secreción de IFNγ y desencadenando la respuesta adaptativa Th1 (150). Por el contrario, la 
secreción de IL4 e IL10, induce una respuesta Th2 y la síntesis de anticuerpos (108; 129). 
1.2.1. Monocitos y macrófagos. 
Los monocitos y los macrófagos juegan un papel crucial en la respuesta del sistema 
inmune innato. Reconocen el patógeno a través de sus diferentes receptores, actúan como 
fagocitos e interconectan el sistema inmune innato con el sistema inmune adaptativo, actuando 
como células presentadoras de antígeno. Además, desencadenan una importante respuesta 
inflamatoria mediante la secreción de citoquinas y quimioquinas (185). Son una población muy 
dinámica y heterogénea, responden de manera eficiente a los diferentes microambientes que se 
generan y tienen un importante papel en la regulación de la homeostasis tisular. Son capaces de 
sufrir profundos cambios fenotípicos, para adaptarse a su microambiente y desarrollar una 
respuesta apropiada. Por su parte, los macrófagos residentes actúan combatiendo infecciones, 
resolviendo inflamaciones agudas y regulando la respuesta metabólica en situaciones de estrés 
(113). 
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1.2.2. Polarización M1/M2 y sus características. 
Los monocitos/macrófagos (Mφ) poseen una gran plasticidad fenotípica y funcional, son 
capaces de desarrollar un amplio rango de funciones como procesos inflamatorios, actividad 
antimicrobiana, inmuno-regulación, remodelación del tejido y promoción del tumor; todo ello 
dependiendo del microambiente. Acorde a la funcionalidad los Mφ se pueden clasificar en dos 
grupos, los clásicamente activados o M1 (6) y los alternativamente activados o M2, que incluye 
diferentes fenotipos solapados (M2a, b, c, d), definidos como aquellos Mφ activados de 
cualquier otra forma que no sea M1 (59). Los Mφclásicamente activados se inducen mediante 
estímulos de origen bacteriano, como el LPS y citoquinas de tipo Th1 como el Interferón-γ (INF-
γ). Estos Mφ son pro-inflamatorios y presentan capacidad para secretar citoquinas inflamatorias 
como TNFα, IL1β, IL6, IL12 y quimioquinas y especies reactivas del oxígeno. Además promueven 
una respuesta Th1, poseen actividad anti-microbiana, protegen contra distintos tipos virus y 
también desempeñan funciones anti-tumorales (35; 36).  
Por otro lado, citoquinas Th2 como IL4, IL10 o IL13 inducen en los Mφ un estado de 
activación alternativo. Inicialmente, estos Mφ M2 fueron descritos como células con una 
reducida capacidad inflamatoria. Posteriormente, otras características como una alta capacidad 
fagocítica, poca habilidad para la presentación antigénica, así como funciones de remodelación 
de tejido y de eliminación de parásitos como el helminto se han añadido al fenotipo de estas 
células (117). Otros estudios han demostrado que, además de la IL4, IL10 e IL13,  la 
dexametasona, la combinación de inmunocomplejos o una prolongada exposición al LPS pueden 
también inducir un estado M2, con las variaciones de los distintos fenotipos M2a, b, c, d (114). 
Los Mφ M2 se identifican en general por la producción de factores anti-inflamatorios como IL10, 
el Factor de Crecimiento Transformante beta (en inglés TGF), CCL18 y por la expresión del 
receptor depurador o “scavenger” CD163 (28; 117; 176). Dependiendo de la subclasificación, las 
células alternativamente activadas tienen características diferentes. En el caso de la activación 
M2a y M2b, promueven una respuesta adaptativa Th2, mientras que los M2c están involucrados 
en la resolución de la inflamación y la reparación del tejido(35; 36). En cambio los macrófagos 
M2d, también denominados macrófagos asociados a tumores (TAMs), contribuyen a la 
permanencia, la propagación y la metástasis del tumor (115) (Fig. I3). 
Diversos  modelos in vitro se han desarrollado para clasificar los diferentes fenotipos de 
activación M1 o M2 en distintas patologías, como sepsis, cáncer u obesidad(22; 24; 107). Sin 
embargo, es importante considerar la complejidad que existe in vivo, donde la amplia diversidad 
de estados de activación en respuesta a diferentes estímulos y ambientes conforma un rango 
continuo y cambiante de fenotipos. En este contexto se han descrito Mφ con fenotipos 
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intermedios y solapantes (9; 24; 107). Los fenotipos M1 y M2 representan los extremos de un 
amplio espectro de estados de activación dependiendo de las señales del entorno. Las 
principales características de los Mφ y sus distintos fenotipos están detallados en la figura I3. 
 
Figura I3. Clasificación  y principales características de los Mφ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cabe destacar que muchos autores han descrito una población celular “M2-like” que 
clasifican como células tolerantes por tener una activación y fenotipos no clásicos (ver capítulo 
“Tolerancia a endotoxinas”) (22; 59; 117). 
1.2.3. Macrófagos asociados a tumor. 
Numerosos estudios han relacionado los macrófagos asociados a tumores (en inglés 
TAMs) con transformación oncogénica, larga supervivencia de las células transformadas y 
carcinogénesis inducida por la inflamación crónica (67; 80). La acción de los TAMs es mediada 
por citoquinas inflamatorias como TNFα, IL6 e IL1β que se liberan al medio y que pueden 
generar daño en el ADN.  
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En general, las citoquinas inflamatorias producidas por los TAMs ejercen una influencia 
directa sobre el reclutamiento de las células del estroma, la invasión de células tumorales, la 
supervivencia y la angiogénesis. Además, expresan una variedad de factores pro-angiogénicos 
como el VEGFα, EGF, y CXCL18. Diferentes estudios han demostrado que los Mφ favorecen la 
metástasis a través de la liberación de quimioquinas y metaloproteasas (MMPs). Por ejemplo, en 
un modelo de carcinoma mamario espontáneo se ha comprobado que la depleción de los TAMs 
reduce significativamente la metástasis pulmonar (101). También se ha visto que los macrófagos 
son esenciales para la progresión tumoral y la metástasis en un modelo de carcinoma 
espontáneo de piel (8).  
Las características de los TAMs descritas muestran que estas células colaboran en 
funciones tumorales como la secreción de citoquinas anti-inflamatorias, la proliferación, la 
invasión y la angiogénesis (151). En cambio, no son capaces de secretar citoquinas pro-
inflamatorias, ni desarrollar funciones tumoricidas (21; 65; 169; 184).Todas estas características, 
en su conjunto, sugieren que presentan un estado de activación M2 o tolerante(115),aunque se 
ha descrito que pueden presentar características de ambos fenotipo al mismo tiempo (21). Estos 
trabajos demuestran la importancia de caracterizar los diversos subtipos de TAMs presentes en 
las distintas patologías, estudiando las diferentes funciones que desarrollan según su localización 
y las propiedades que poseen; ya que pueden representar una diana terapéutica frente al tumor. 
A pesar de que la mayoría de las evidencias que demuestran el papel de los Mφ en la 
progresión del cáncer provienen de modelos tumorales en ratones, relativamente poco se 
conoce de su contribución en cánceres humanos. Además, en general estos estudios se han 
centrado en el papel de los monocitos en tumores sólidos o epiteliales. De modo que poco se 
conoce de su contribución en la progresión de los cánceres hematológicos como las leucemias y 
los linfomas. Se ha descrito como los monocitos en los pacientes con leucemia linfoblástica 
aguda de precursores de las células B son capaces de establecer una comunicación con las 
células malignas, a través de CXCL10, promoviendo su capacidad invasiva mediante la inducción 
de la secreción de MMP9 en las células tumorales, además de la progresión del mismo y la 
posible diseminación metastásica (95). En esta misma línea se ha descrito como los TAMs en 
linfoma folicular expresan STAT1, el principal factor de transcripción para la expresión de 
CXCL10, y su número se correlaciona con un mal pronóstico (7). 
Por otra parte, también se  ha descrito la presencia de monocitos con fenotipos “M2-
like” en leucemia mieloide aguda, donde se ha comprobado que un incremento de la presencia 
de la arginasa de tipo II puede conducir a la generación de este fenotipo en los Mφ y mantener 
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la inmunosupresión presente en este tipo de leucemia (132). Además, en la LLC también se han 
encontrado Mφ con propiedades inmunosupresoras, capaces de inhibir la proliferación de las 
células-T, de secretar citoquinas pro-angiogénicas como la IL8 y con una incrementada capacidad 
para la migración(111). 
1.2.4. Receptores tipo Toll (TLRs) 
Las células del sistema inmune innato son capaces de reconocer estructuras conservadas 
de los microbios, denominados PAMPs cuando se enfrenta a una infección. El reconocimiento de 
los diferentes PAMPs por parte de estas células se realiza mediante una serie de receptores de 
reconocimiento de patrones codificados por la línea germinal (en inglés PPRs), estos receptores 
permiten un reconocimiento semi-específico (5).  
Hasta la década de los 90 que se descubrieron los receptores tipo Toll (TLR) en humanos, 
se creía que la inmunidad innata reconocía los patógenos de manera no específica. En 1992 
Charles Janeway Jr. y Ruslan Medzhitov llevaron el campo de la inmunología innata en una 
nueva dirección con su concepto del reconocimiento selectivo de estructuras microbiales 
conservadas mediante PPRs (78). Existen 4 tipos de PPRs, los receptores tipo Toll (en inglés Toll-
like receptors, TLRs), los receptores C tipo lectinas (LLCR), los receptores de nucleótidos con 
repetición de dominios ricos en leucinas (NLRs) y los receptores helicasa (RIG-I) (5). 
Los TLRs fueron descubiertos en 1985, y reciben su nombre debido a la similitud que 
presentan con la proteína codificada por los genes Toll identificados en Drosophila melanogaster 
por Christiane Nüsslein-Volhard (68). Estos receptores son proteínas transmembrana tipo I, 
presentan un dominio extracelular con repeticiones ricas en leucina (LRR) formando una 
estructura cóncava implicada en el reconocimiento de los patógenos (5). El papel de los TLRs en 
la defensa antimicrobiana fue descrito en 1996 por Bruno Le maitre et al. (10), quien observó 
como las moscas de la fruta morían rápidamente por aspergilosis al perder el homólogo del 
recetor toll en los insectos. Este fenómeno, explica el hecho de que todos los dominios 
extracelulares contengan repeticiones ricas en leucina y un dominio citoplasmático Toll/IL-1R 
(TIR), crucial para la señalización interna (141). Los PAMPs además de otras estructuras propias, 
denominado patrones moleculares asociados a peligro (del inglés Danger associated molecular 
pattern, DAMP) son reconocidos por los TLRs. Desde que se descubrió la existencia de estos 
receptores en mamíferos se ha comprobado que se expresan en humanos y en ratones, tanto en 
la línea mieloide como en la línea linfoide (6). Los TLRs detectan los productos microbiales y 
juegan un importante papel en la inmunidad innata. En la actualidad se han identificado 11 tipos 
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de TLRs en humanos con importantes funciones en inmunidad innata, en la defensa del 
organismo y en los primeros pasos de la respuesta inflamatoria. Los TLRs en los leucocitos se 
sitúan en la membrana plasmática (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 y TLR11) o bien en 
endosomas (TLR3, TLR7, TLR8 y  TLR9).  
La mayoría de los TLRs tienen la capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria 
mediante la traslocación al núcleo de un importante  factor de transcripción, el NF-κB. Este 
factor de transcripción actúa uniéndose a los promotores de diferentes genes, facilitando su 
transcripción y la consecuente producción de citoquinas pro-inflamatorias como el TNFα y la IL6 
(36; 40; 42). NF-κB es clave en la respuesta inflamatoria de los Mφ al regular la expresión de 
numerosas citoquinas como TNFα, IL12, IL6,  IL1β y COX2, todas ellas características de un 
estado de polarización M1 (16). Su activación está regulada a través del complejo IKK formado 
por 2 quinasas, IKKα e IKKβ, además de por una proteína reguladora, IKKγ (o NEMO). La 
señalización a través de IKK provoca la activación/fosforilación de IKKβ, que a su vez fosforila al 
inhibidor de Kappa B (-κB). Estas fosforilaciones terminan en la degradación por el proteosoma 
de IκB, liberando el heterodímero de NF-κB formado por p65/p50 del complejo NF-κB/I-κB, que 
pasa al núcleo dónde se une a los promotores de genes inflamatorios (16; 170). 
Los TLRs tienen capacidad para inducir señalización en vías divergentes, lo que generan 
la liberación de citoquinas pro-inflamatorias tanto dependientes de NF-κB, como independientes 
de este factor de transcripción. Además, los TLRs y otros PPRs activan a las células presentadoras 
de antígeno creando, de esta manera, un puente de unión entre el la inmunidad innata y la 
inmunidad adaptativa mediante una coordinada respuesta de las células T y de las células B (76). 
1.2.5. Señalización asociada a TLR4 
El receptor TLR4 es uno de los primeros miembros de la familia Toll que se identificó en 
mamíferos y ha sido, hasta el momento, el mejor caracterizado (119). Se encuentra expresado 
en células endoteliales, monocitos, macrófagos, neutrófilos y células dendríticas (77). Este 
receptor se localiza en la membrana plasmática y es esencial para la respuesta frente al LPS, 
componente principal de la superficie externa de bacterias Gram negativas. La señalización 
inflamatoria a través del receptor TLR4 termina con la translocación del factor de transcripción 
NFκB al núcleo(74; 109; 133; 147). En primer lugar, la activación de TLR4 señaliza en el interior 
de la célula a través de dos moléculas adaptadoras, MyD88 y TRIF. La vía dependiente de MyD88 
permite la activación de la cascada de kinasas seronina/treonina asociadas al receptor de 
interleuquinas IRAK-1, IRAK-4, TRAF6, y las IKKβ, finalizando en la activación de NF-κB, dando 
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lugar a la expresión de diferentes citoquinas pro-inflamatorias como son el TNFα, IL1β, IL6 e IL12 
(74; 109; 133; 147). Por otra parte, la señalización a través de la vía TRIF activa al factor 3 de 
respuesta del interferón (IFR3) que desencadena la expresión de los  interferones de tipo I (IFNα, 
IFNβ), activando el factor de transcripción STAT1 a través del receptor INFAR. Además, el IFN de 
tipo II (IFNγ) también activa STAT1. Ambos, IFR3 y STAT1, inducen la expresión de citoquinas 
como CCL2, CCL5 y CXCL10 (145; 194). 
La señalización inflamatoria debe ser regulada finamente para una correcta respuesta. 
Defectos en la señalización de TLR4 a nivel de las moléculas adaptadoras (MyD88 y TRIF), a nivel 
de las moléculas de señalización y de los factores de transcripción se han relacionado con una 
mala respuesta inflamatoria (77; 103).  Por otro lado, existen reguladores negativos de la 
señalización a través de los TLRs, tales como IRAK-M que antagoniza la señalización del TLR a 
través de interacciones proteína-proteína previniendo la subsiguiente activación de IRAK-1 (87). 
Se ha estudiado el papel de IRAK-M en patologías como sepsis o cáncer, donde se ha descrito 
que su expresión contribuye a que patógenos o células tumorales de origen diferente evadan el 
sistema inmune (35; 37). También se ha descrito que la tolerancia a endotoxinas en los Mφ 
humanos y de ratón está asociada con un descenso en la formación del complejo TLR4-MyD88-
IRAKs, debido a una disminución de la actividad de la kinasa IRAK-1 y de la expresión de TRAF6 
(25; 77; 98; 148; 179). 
1.3 TOLERANCIA A ENDOTOXINAS. 
El proceso por el cual un patógeno es reconocido por las células del sistema inmune 
genera una fuerte reacción inflamatoria por lo que necesita ser finamente regulado. La 
tolerancia a endotoxinas (TE) se caracteriza por una respuesta inflamatoria atenuada a un 
segundo estímulo, siendo este, un posible mecanismo de protección frente al shock séptico en 
pacientes (20; 30; 51). 
La primera referencia conocida de la TE es de 1946 cuando Paul Beeson mostró que una 
inyección de la vacuna tifoidea aplicada de forma repetida causaba una progresiva reducción de 
la fiebre (51). Estos hechos también se observaron en humanos que se recuperaban de las 
fiebres tifoideas y de la malaria, que al ser re-estimulados con la endotoxina presentaban una  
patente reducción de los síntomas como la fiebre (30). De la misma manera, trabajos en ratones 
demuestran que la exposición previa a una dosis sub-letal de LPS les protege cuando se tratan 
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posteriormente con una dosis letal de la misma endotoxina. Todos estos estudios in vivo con 
ratones demostraron que las células principalmente responsables de la TE son los monocitos/ 
macrófagos (30). Además, en diversos modelos in vitro de TE se ha comprobado que tanto los 
macrófagos de ratón como los monocitos humanos expuestos a pequeñas concentraciones de 
LPS muestran una incapacidad para la respuesta inflamatoria tras un segundo estímulo de esta 
endotoxina (33; 40; 50).  
Uno de los signos más claros de la TE, es la drástica reducción en la secreción de TNF 
en comparación con aquellas células que sólo se exponen una única vez a la endotoxina (22). 
Estudios posteriores han demostrado las numerosas modificaciones que sufren los Mφ en su 
transcriptoma cuando son re-estimulados con el LPS, la mayoría de genes que son regulados 
negativamente son aquellos que codifican para citoquinas y quimioquinas inflamatorias como 
TNF, IL6, IL12, IL1β, CCL13, CCL4 y CXCL10 (33; 42; 51; 112). Sin embargo, los genes que 
presentan una activación codifican para citoquinas anti-inflamatorias como IL10, TGFβ y el 
receptor de la IL1, receptores de lectinas de tipo C como MARCO, CLEC4a y CD64, reguladores 
negativos de la vía TLR-MyD88 como IRAK-M y una gran variedad de genes anti-microbiales 
como FPR1, AOAH y RNASET2 (48; 51; 53; 54). Todos estos cambios indican una importante 
reprogramación genómica. La tolerancia  se describe como un proceso de reprogramación de la 
respuesta inmune avalado por un número de mecanismos moleculares que se activan cuando se 
produce dicho fenómeno (30; 88). 
A nivel funcional, los Mφ que se encuentran en un estado de TE presentan un 
importante incremento de su capacidad fagocítica, conservando la habilidad para eliminar los 
patógenos internalizados (33; 125). Además, el incremento de la fagocitosis suele ir acompañado 
de altos niveles de expresión del marcador de membrana CD64 y de una disminución de la 
presentación antigénica, afectando directamente a la expresión de varias moléculas de HLA de 
clase II, como HLA-DR, aparentemente debido a la disminución del principal gen regulador de la 
expresión de HLA-II, CIITA (33; 125; 193). En la TE también se observa una baja capacidad 
inflamatoria y un aumento de la secreción de las citoquinas anti-inflamatorias que participan en 
la protección frente a un shock séptico. 
Tal y como comentamos en un capítulo anterior, numerosas características de los MφTE se 
equiparan con el fenotipo que presentan los Mφ alternativamente activados o M2. Asignar la TE 
a un estado de polarización concreto implica simplificar el estado fisiológico, ya que diferentes 
variaciones fenotípicas dependen del contexto, del estímulo y del modo de tolerización (30). 
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1.3.1. Implicaciones clínicas de la tolerancia. 
Una de la características de la TE es la reducida capacidad inflamatoria de las células del 
sistema inmune (principalmente monocitos/macrófagos) junto con una menor capacidad de 
presentación antigénica y una mayor actividad fagocítica (18; 33). Inicialmente la TE puede 
parecer un buen mecanismo de protección frente a respuestas exageradas como ocurre en el 
shock séptico y la isquemia pero su incidencia, se ha relacionado con un alto riesgo de padecer 
infecciones secundarias. Por ejemplo, en sepsis, la mortalidad debida a infecciones secundarias 
se ha asociado con una incidencia de un fenotipo de TE (126). De igual forma, en la fibrosis 
quística la TE se correlaciona con un incremento en la susceptibilidad de infecciones 
nosocomiales. Además, un patrón similar a la TE de los pacientes que sufren septicemia se 
puede observar en los pacientes de síndrome coronario agudo (47; 187). En ambos casos se ha 
comprobado que los Mφ presentan un incremento de los niveles de expresión de IRAK-M y baja 
producción de TNF. Por otro lado, pacientes con fibrosis quística los M circulantes se 
encuentran en un estado de TE, donde el receptor, aún huérfano, TREM-1 parece  jugar un papel 
importante(33; 34).  
En cáncer, se ha descrito que los TAMs muestran características fenotípicas muy 
similares a las de la TE, una disminuida secreción de citoquinas inflamatorias (TNFα, IL12p40, IL6, 
etc.) y un aumento de la secreción de citoquinas anti-inflamatorias (TGFβ, IL10, etc.) tras una 
estimulación ex vivo con LPS (21). Este proceso se ha explicado debido a una activación 
defectuosa de NF-κB, una acumulación de homodímeros p50 de NF-κB, y una activación de la vía 
TRIF, algo similar a lo que ocurre en la TE (20; 21; 159). 
Nuestro grupo ha demostrado que el co-cultivo in vitro de líneas tumorales con Mφ 
humanos genera un estado refractario frente a otros tumores (175). Según nuestros datos la 
pseudokinasa IRAK-M aumenta su expresión en estos Mφ. Por otra parte, otros autores han 
demostrado que los ratones IRAK-M-/- presentan una resistencia al crecimiento del tumor 
después de la inoculación de célula tumorales (197). Estos datos, sugieren que la TE puede estar 
implicada en numerosas patologías, y que puede jugar un importante papel en la 
inmunosupresión. Es por ello que un estudio más profundo de la TE podría proporcionar nuevas 
posibilidades de terapia en este aspecto. 
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1.3.2. Fenómenos de tolerancia cruzada. 
El término de tolerancia cruzada se aplica a todos los casos en los que la tolerancia se 
desarrolla a partir de un estímulo inicial de distinta naturaleza del estímulo posterior (39). 
Estudios publicados por Lenher et al. en 2001 describen como el pre-tratamiento de los 
macrófagos con un producto bacteriano como el ácido lipoteicoico (ligando del TLR2) es capaz 
de inhibir la secreción de TNF inducida por LPS (ligando del TLR4)(96). Otros autores han 
descrito como la tolerancia frente al LPS en los Mφ puede generarse a través de un receptor que 
no pertenece a la familia de los TLRs. Un ejemplo de ello, es como la pre-exposición de los 
macrófagos humanos al 25-hidrocolesterol, un producto de las modificaciones oxidativas de las 
lipoproteínas de baja densidad involucradas en la aterogénesis, inhibe la unión de NF-κB al 
promotor de TNF e imposibilita la expresión del mRNA que codifica para el TNF en respuesta 
a una segunda estimulación con LPS (45). En este contexto se ha demostrado como la 
inflamación sistémica producida por una hemorragia, una cirugía, un trauma o una transfusión 
sanguínea, pueden conducir a este estado tolerante, denominado tolerancia cruzada (36; 47). En 
consecuencia, diversos estímulos exógenos y endógenos pueden inducir un estado de 
hiposensibilidad a la estimulación con LPS. Por lo tanto, la tolerancia no sólo es un mecanismo 
específico en respuesta a la inflamación por la endotoxina, sino que parece ser un mecanismo de 
protección frente a una inflamación excesiva, resultando en una reprogramación anti-
inflamatoria del conjunto del sistema inmune (22). 
 Uno de los principales mecanismos subyacentes descritos de la TE es modulación de la 
actividad de NF-κB debido a  la expresión de los reguladores negativos de la vía de señalización 
de los TLRs. La implicación de ligandos endógenos, DAMPs, no puede excluirse de este proceso. 
Se sabe que moléculas como el HA, HMGB1 o la fibronectina son capaces de activar la 
señalización a través de los TLR e inducir características fenotípicas de TE bajo determinadas 
condiciones (3; 85; 92; 105). Los receptores endógenos, como NOD2, se han relacionado con la 
inducción en la tolerancia a bacterias (85). Finalmente, la presencia crónica de citoquinas 
inflamatorias como son TNF e IL-1β, también pueden llegar a contribuir a la inducción de la TE 
(39). 
La heterotolerancia también puede estar causada por la modulación epigenética y/o por 
la regulación de los miRNAs, ya que en muchos casos estos cambios pueden tener su origen en la 
propia regulación negativa de la inflamación. Un ejemplo de ello es el trabajo de  Edel M. Quinn 
et al; donde se describe como la estimulación previa de la línea monocítica THP1 con 
lipoproteína bacteriana, estimulando la vía de TLR2, provoca un aumento de la expresión del 
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miRNA146, afectando la expresión de IRAK1 y TRAF6, ambas proteínas dianas de este miRNA. 
Finalmente se genera un estado análogo a la TE que impide la secreción de TNFα frente a un 
estímulo posterior con gran negativas (152). 
1.4 LOS miRNAs EN EL SISTEMA INMUNE. 
1.4.1. Biogénesis de los miRNAs. 
Los microRNAs (miRNAs) son moléculas no codificantes de RNA de cadena simple y de 
pequeño tamaño, entre 15 y 25 nucleótidos de longitud. Se encuentran ampliamente 
conservados en los organismos eucariotas y se consideran importantes componentes de la 
regulación génica (182). Su descubrimiento ha cambiado la comprensión de la expresión y el 
funcionamiento del genoma en mamíferos. Se estima que, un solo miRNA puede regular cientos 
o incluso miles de genes diana. Aproximadamente entre el 30% y el 92% de los genes humanos 
pueden encontrarse regulados por miRNAs (44). La expresión y la función de los miRNAs son 
esenciales para el correcto desarrollo de las funciones fisiológicas y el mantenimiento de la 
homeostasis celular (75-77). 
La biogénesis de los miRNAs y su regulación ha sido ampliamente estudiada a lo largo de 
los últimos 10 años y revisada recientemente en numerosas publicaciones (14; 29; 83; 192). En la 
vía canónica de la biogénesis los transcritos primarios de los miRNAs, denominados pri-mi-RNAs, 
se transcriben principalmente por una RNA polimerasa II. Estos generalmente poseen de 100 a 
1000 nucleótidos de longitud y en su estructura contienen una o varias estructuras de horquilla 
(83). Los pri-miRNAs se cortan en el núcleo mediante un complejo microprocesador formado por 
la enzima RNasa III, Drosha, y por la proteína de unión a RNA de doble cadena, DGCR8 (del inglés 
DiGeorge Syndrome Critical Region Protein 8), para producir así el precursor de los miRNAs, el 
pre-miRNA (62; 94). Los pre-miRNAs son exportados del núcleo al citoplasma mediante la 
proteína transportadora Exportina 5. Una vez en el citoplasma, son procesados de nuevo por 
una RNAsa III, Dicer, para producir miRNAs de doble cadena con uniones imperfectas y longitud 
de unos 22 nucleótidos. Estos miRNAs inmaduros y la proteína Argonauta (Ago), forman el 
complejo de silenciamiento del RNA, denominado RISC. Para formar el miRNA maduro la cadena 
complementaria se degrada, dejando en el RISC una única cadena de miRNA preparado para 
ejercer su acción reguladora (12; 83; 175). Una vez cargado en el RISC, el miRNA maduro 
interactuará con la región 3’UTR (del inglés untranslated region) de su mRNA diana para regular 
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su expresión. En los miRNAs existen entre 2-8 nucleótidos cruciales para el reconocimiento de la 
diana. De hecho, el grado de complementariedad entre esta región específica y la región 3’UTR 
del RNA mensajero determina el tipo de regulación génica que ejerce el miRNA, que puede ser, 
mediante la represión de la traducción, el corte y la degradación del RNA mensajero diana (14; 
29; 97). 
1.4.2. El papel de los miRNAs en el desarrollo del sistema inmune. 
En la actualidad se está incrementando la identificación de dianas de miRNAs en 
estudios funcionales, demostrando que los miRNAs se encuentran involucrados en la mayoría de 
los procesos celulares que se investigan (15). Parece claro que cambios en la expresión de los 
miRNAs son críticos para numerosos procesos biológicos tales como el desarrollo y la 
diferenciación celular.  
Existen numerosos trabajos en los que se ha detallado el papel que juegan los miRNAs 
en la diferenciación y la maduración de las células del sistema inmune (140; 144). Debido a las 
novedosas implicaciones de los miRNAs en la regulación de la respuesta del sistema inmune, se 
están estableciendo distintas relaciones entre una desregulación en la expresión de los miRNAs y 
la aparición de diferentes patologías, incluyendo el desarrollo de tumores, la inflamación crónica 
y las enfermedades auto-inmunes (69).  
La importancia que tienen los miRNAs en la regulación de la respuesta del sistema 
inmune se ha hecho evidente en diversos estudios, en los cuales se muestra como los miRNAs 
son capaces de alterar la respuesta de los Mφ a los PAMPs o a la estimulación de las citoquinas 
inflamatorias (55; 139; 179; 182).Los receptores tipo Toll (TLRs), presentes en la membrana de 
los Mφ y cuya función es reconocer y unir los PAMPs, se encuentran también altamente 
regulados in vivo por diferentes reguladores negativos para evitar una excesiva inflamación 
(100). 
Uno de los miRNAs ampliamente descritos como regulador negativo en las vías 
señalización de los receptores TLR es el miRNA146a. Se ha comprobado que este miRNA se 
sobre-expresa en respuesta a la estimulación con ligandos conocidos de los TLRs y con 
citoquinas inflamatorias como la IL1β. Algunos análisis exhaustivos para determinar la 
importancia biológica de la sobre-expresión del miRNA146a han demostrado que su expresión 
es dependiente de NF-κB, y que se asocia con la presencia de un sitio de unión en la región 
promotora encargada de regular la producción de citoquinas inflamatorias como IL1β y TNF en 
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Mφ, afectando a la señalización de estas moléculas. Esta sobre-expresión también se ha 
observado en respuesta a señales de activación de los receptores TLR2 y TLR5 o a la estimulación 
con citoquinas inflamatorias como el TNF y la IL1β (179). En la vía de señalización de TLR4, 
tanto IRAK-1 como TRAF6, dos quinasas esenciales en la secreción de citoquinas inflamatorias, se 
han descrito como dianas directas del miRNA146a (179). 
En un estudio in vitro de TE, se demostró que durante la tolerancia a LPS el miRNA146a 
se encuentra sobre-expresado, ejerciendo un efecto negativo, a nivel post-trancripcional, sobre 
el mRNA de IRAK-1 y TRAF6 (135).Previamente Li et al(99) y Boone et al(27)observaron que, 
debido a la tolerancia generada por el LPS en los Mφ, se producía una deficiencia en la actividad 
quinasa de IRAK-1 y de TRAF6 en la señalización de TLR4, respectivamente. Curiosamente, tanto 
IRAK-1 como TRAF6 son moléculas presentes en la vía de señalización de TLR4 que también 
participan en la señalización de otros TLRs como el TLR2, TLR5, TLR7, TLR8 y TLR9, además del 
receptor de la IL-1β (90). Considerando que el miRNA146 tiene como dianas el mRNA de IRAK-1 
y TRAF6, siendo estas moléculas  compartidas por todos los TLRs excepto por TLR3, este miRNA 
se considera una molécula con un alto potencial regulador. Existen artículos en los que se 
demuestra que el aumento en la expresión del miRNA146a, a partir de la estimulación con LPS 
en los Mφ, puede influir en la respuesta de estas células a ligandos de otros TLRs; controlando 
así la producción de citoquinas inflamatorias y dando lugar a una tolerancia cruzada (135). 
Todos estos datos en conjunto demuestran la importancia que tienen los miRNAs en la 
regulación de la respuesta del sistema inmune para prevenir una excesiva inflamación en el 
organismo.  
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El objetivo principal del presente trabajo es identificar las causas implicadas en el 
incremento de infecciones que sufren los pacientes con leucemia linfática crónica. Para ello, se 
estudia el papel del sistema inmune innato en los pacientes con esta patología. Este trabajo se 
realiza tanto en muestras de pacientes con leucemia linfática crónica como en un modelo invitro  
desarrollado  para este fin. 
Se establecieron los siguientes objetivos concretos: 
1. Estudiar el perfil inflamatorio y la respuesta de los Mφ aislados de sangre periférica de 
pacientes con leucemia linfática crónica en comparación con la respuesta de Mφ en 
voluntarios sanos. Correlacionar el perfil inflamatorio con la evolución clínica de los 
pacientes incluidos en el estudio. 
2. Estudiar los productos generados en el microambiente por las células tumorales y 
evaluar la capacidad de generar tolerancia frente al LPS en Mφ aislados de voluntarios 
sanos. 
3. Diseñar un modelo in vitro válido con las características fenotípicas y funcionales de la 
tolerancia endotoxinas observadas en la leucemia linfática crónica en los Mφ humanos 
aislados de buffy coat. 
4. Determinar las posibles vías de señalización alteradas de la respuesta inflamatoria 
normal en los monocitos aislados de sangre periférica de los pacientes con leucemia 
linfática crónica. 
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3.1 REACTIVOS 
Todos los reactivos utilizados se compraron en las siguientes casas comerciales: Merck 
(Darmstad, Alemania), Sigma (San Luis, MO, EEUU), BD Biosciences (San José, EEUU). El medio de 
cultivo utilizado fue RPMI 1640 y DMEM (Dulbecco’s ME) ambos de Invitrogen (Carlsbad, CA, 
EEUU). El medio se suplemento con 100 U/ml de penicilina, 100µg/ml de estreptomicina y 10% 
de suero fetal bovino (SFB), todo de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). Para las tinciones 
intracelulares la Brefeldina A fue obtenida de Sigma Aldrich 
El LPS utilizado se aisló de Salmonella abortus, y fue donado por los doctores Chris 
Galanos y Manuel  Modollel, del Max Planck Institude für Immunobiologie de Freiburg, Alemania. 
El ácido hialurónico (HA) fue suministrado por R&D Systems, Minneapolis, EEUU. 
3.2 PACIENTES 
La cohorte de pacientes reclutados para este estudio se clasificaron como LLC de acuerdo 
con la 4ª edición de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para la clasificación de tumores 
hematopoyéticos y de tejidos linfoides (158). Los pacientes se incluyeron en el estudio en la 
obtención de su primer diagnóstico y no se encontraban en tratamiento en el momento de su 
inclusión. Se establecieron como criterios de exclusión el haber padecido alguna infección un 
mes antes de su inclusión en el estudio, el tratamiento con inmuno-supresores, padecer VIH, 
hepatitis B y C, el haber padecido o padecer otros cánceres, diabetes mellitus y otras patologías 
relevantes. 
Se recogieron muestras de sangre de todos los pacientes incluidos en el estudio (n=70), 
así como de 20 voluntarios sanos (VS) con edad y sexo equivalentes a la de los pacientes 
recogidos en el estudio. Se excluyeron aquellos VS que habían padecido algún tipo de cáncer o 
patología relevante con anterioridad. 
En la tabla R1 se resume las características generales de los pacientes incluidos en el 
estudio (edad media, su distribución por sexos, constantes clínicas, citogenética, niveles de la 
β2microglobulina, de la lactato deshidrogenasa (LDH), y la presencia de la proteína zap70). 
Tanto de los pacientes con LLC como de los VS se obtuvo una muestra de 30ml de sangre 
venosa periférica. Para evitar la variabilidad circadiana en la secreción de citoquinas todas las 
muestras fueron procesadas entre la 8 AM y las 11 AM. Se incluyeron pacientes procedentes de 
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4 hospitales diferentes de Madrid, España (el Hospital Universitario de La Paz, el Hospital Infanta 
Sofía, el Hospital de El Tajo y el Hospital del Sureste). Todos los datos clínicos, LHD, los niveles de 
2 microglobulina, la presencia o no de ZAP70, la citogenética y la historia clínica de aparición de 
infecciones y tumores se recopilaron de la historia médica electrónica. La evolución clínica de los 
pacientes incluidos en este estudio fue seguida durante los 60 días posteriores a la inclusión. 
Todos los participantes de este estudio, pacientes y VS, firmaron el consentimiento 
informado. El protocolo seguido se ajusta a la propuesta de principios éticos de la Declaración de 
Helsinki de 1975 y fueron aprobadas por el Comité de Ética del Hospital Universitario de La Paz. 
3.3 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE 
SANGRE PERIFÉRICA. 
Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humanas se obtuvieron bien de 
buffy coats, de sangre periférica de VS o de pacientes con LLC. En todos los casos las CMSP se 
aislaron mediante centrifugación en gradiente de densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Hypaque 
Plus de Amershan Bioscience (Piscataway, NJ, EEUU). 
Para obtener los Mφ, las CMSP obtenidas se sembraron a una densidad de 5x106 
células/mL en RPMI 1640 suplementado con un 1% de antibiótico y sin suero durante 1 hora. 
Pasado este periodo, se aspiró el sobrenadante y se lavó 3 veces la placa con solución tampón 
PBS para eliminar las células no adheridas. En el caso de los buffy coats las células adheridas se 
dejaron en cultivo con RPMI 1640 suplementado con 1% de antibiótico y un 10% de Suero Fetal 
Bovino (SFB) durante 16 horas antes de iniciar los experimentos; por el contrario, los 
experimentos de los pacientes se realizaron inmediatamente después de realizar el aislamiento 
con el fin de valorar las características in vivo de los monocitos. 
En todos los cultivos se evaluó la homogeneidad de la población de Mφ mediante 
citometría de flujo, analizando la expresión del marcador de membrana CD14. Las células 
adheridas expresaban el marcador en un (82,29±4,56 %) (Media ± Desviación Estándar; M±DE). 
Esta metodología de aislamiento de Mφ se ha utilizado en trabajos anteriores de nuestro 
laboratorio (33; 35; 36; 46). 
Los Linfocitos (Lφ) utilizados para el co-cultivo con Mφ humanos se obtuvieron del 
sobrenadante retirado después de realizar la adherencia de los Mφ. Estos Lφ se congelaron en 
viabilidad (SFB + 10% DMSO), para su posterior uso. Una vez descongelados se dejaban en cultivo 
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en una alta concentración 2x106 células/ml durante 3 días, momento en el se recogían del 
pocillo, se centrifugaban y se contaban para realizar el co-cultivo con Mφ obtenidos de buffy 
coats. Los sobrenadantes de los cultivos de estos Lφ también fueron usados en los estímulos de 
Mφ de buffy coats.  
3.4 ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Los Mφ tratados con los distintos estímulos se recogieron para el análisis de distintas 
proteínas expresadas en superficie. Las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 
minutos a 4ºC con el anticuerpo especificado en cada caso, siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Las características de los anticuerpos utilizados en este trabajo, se muestran en la 
tabla M1. Pasado el tiempo de incubación, las células se lavaron las células con PBS y fueron 
adquiridas por citometría de flujo usando el citómetro FACS Calibur de BD Biosciences (San José, 
EEUU). Los datos fueron analizados utilizando el programa del Cell Quest de BD Biosciences (San 
José, EEUU). 
3.4.1. Análisis intracelular de citoquinas por citometría de flujo. 
Durante el último estímulo los Mφ se incubaron en presencia de Brefeldina A (0.5µl/ml) 
durante 16 horas, después los Mφ se recogieron y se lavaron con PBS. En primer lugar se realizó 
el marcaje de las proteínas extracelulares siguiendo el protocolo anteriormente detallado y 
después se fijaron y permeabilizaron en un solo paso con la solución FACS permeabilizing 
solution II de BD Biosciences (San José, EEUU) durante 15 minutos en oscuridad y temperatura 
ambiente, tras este periodo las células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con los 
anticuerpos de las citoquinas intracelulares durante 30 minutos a temperatura ambiente en 
oscuridad. Finalmente las células se lavaron nuevamente con PBS y se analizaron mediante 
citometría de flujo. 
3.5 LÍNEAS CELULARES USADAS. 
Para el modelo de LLC realizado con monocitos/macrófagos obtenidos de buffy coat, se 
utilizó la línea celular MEC-1. Esta línea se obtuvo mediante crecimiento espontáneo de sangre 
periférica de un paciente de LLC en transformación pro-linfocitoide. Comparte la mayoría de los 
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marcadores que poseen las células B maduras y tienen altos niveles de expresión de CD80 y 
CD86, fueron obtenidas de la American Type Culture (ATCC). 
 
Tabla M1: Listado de los Anticuerpos utilizados en este trabajo. 
 
3.6 CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA). 
Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes obtenidos de los cultivos celulares se 
valoraron mediante la utilización del Kit Cytometric Bead Array (CBA), de la casa comercial BD 
Bioscience (San José, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
3.7 ENSAYOS DE ELISA 
Para analizar los niveles de ácido hialurónico (HA) y del Decoy receptor 3 (DcR3) 
presentes en el plasma de los pacientes con LLC y de los VS, se realizaron ensayos de ELISA de la 
casa comercial R&D (Hyaluronan DuoSet; R&D Systems, Minneapolis, EEUU) y (DcR3/TNFSRF6B 
Anticuerpo 
Especie 
Reconocida 
Tipo Origen Compañía 
Anti-CD14-APC Humano 
Monoclonal conjugado con 
Allophycocyanin (APC) 
Ratón 
Immunostep, 
Salamanca, España 
Anti-CD14-FITC Humano 
Monoclonal conjugado con 
flouresceinisothiaocyanate 
Ratón 
Immunostep, 
Salamanca, España 
Anti-TNFα- APC Humano 
Monoclonal conjugado con 
(APC) 
Ratón 
MiltenyiBiotec, 
Aubum, CA, EEUU 
Anti-TGFβ-PE Humano 
Monoclonal conjugado con 
Phycoerythrin (PE) 
Ratón 
MitenyiBiotec, 
Aubum, CA, EEUU 
Anti-CD163-PE Humano 
Monoclonal conjugado con 
(PE) 
Ratón 
BD Biosciences (San 
José, EEUU) 
Anti-CD64-FITC Humano 
Monoclonal conjugado con 
(FITC) 
Ratón 
BD Biosciences (San 
José, EEUU) 
Anti-CD16-FITC Humano 
Monoclonal conjugado con 
(FITC) 
Ratón 
BD Biosciences (San 
José, EEUU) 
Anti-CD3-PE Humano 
Monoclonal conjugado con 
Phycoerythrin (PE) 
Ratón 
BD Biosciences (San 
José, EEUU) 
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DuoSet; R&D Systems, Minneapolis, EEUU). Estos ensayos se realizaron en placas de poliestireno 
de fondo plano, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
3.8 TRATAMIENTOS. 
Los cultivos de Mφ humanos se llevaron a cabo en medio RPMI 1640 suplementado con 
10% de SFB y 1% de antibiótico. Los cultivos se mantuvieron en condiciones estables de 
temperatura (37ºC), humedad relativa (90%) y CO2 (5%).  
Los Mφ de los pacientes con LLC y de los VS, se mantuvieron en reposo inmediatamente 
después del aislamiento y se estimularon con LPS (10ng/ml) entre las 8:00 y la 11:00 de la 
mañana, para evitar las variaciones en la secreción de citoquinas. En los cultivos en lo se 
realizaría tinción intracelular, los Mφ se estimularon en presencia de Brefeldina A (1µg/ml) 
durante las últimas 16 horas. Finalizado el tiempo de estímulo, se recogieron los Mφ y se 
marcaron con los diferentes anticuerpos para su análisis mediante citometría. En todos los 
experimentos se mantuvo en paralelo una placa de monocitos no tratados (control). 
Para valorar los niveles de expresión de los miRNAs, los Mφ de pacientes con LLC y de VS, 
se recogieron después de 3horas de estímulo con LPS (10ng/ml),los miRNAs se aislaron y se 
cuantificaron. 
En los experimentos in vitro con Mφ de buffycoats, estos se mantuvieron en cultivo 
durante 16 horas tras el aislamiento antes de recibir algún tratamiento. Se co-cultivaron 
previamente con células tumorales MEC-1 en una relación 10 Mφ: 3 MEC-1 durante 5 días; 
pasado este tiempo las células MEC-1 se retiraron del medio, y los Mφ se estimularon con LPS 
(10ng/ml) durante 3, 6 y 24 horas, en caso de realizar una extracción de RNA o miRNAs y 16 
horas en caso evaluar la expresión de proteínas mediante citometría de flujo. En todos los 
experimentos, como control de la respuesta inflamatoria, se mantuvo en paralelo una placa solo 
con medio en los días de co-cultivo previo, manipulada de la misma manera que el resto de 
placas, y que sólo recibía el estimulo final con LPS (10ng/ml). Además, como control del modelo 
clásico de tolerancia a endotoxinas, se mantuvo una placa en cultivo durante 5 días con LPS 
(10ng/ml) y para evaluar la situación basal una placa sin ningún tipo de tratamiento durante todo 
el experimento. 
Para la generación in vitro en Mφ naïve de TE, se realizaron dos tipos de tratamientos. i) La 
estimulación con el sobrenadante de Lφ de LLC o de VS o ii) el co-cultivo con los Lφprocedentes de 
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pacientes con LLC o de VS, en ambos casos obtenidos de la población no adherente en nuestro 
protocolo de aislamiento de Mφ. Los Lφ usados en estos experimentos se mantuvieron en 
congelación, hasta el momento de realizar el co-cultivo, se descongelaron y se mantuvieron en 
cultivo durante 3 días, en medio RPMI suplementado con el 10%de SFB y el 1% de antibiótico, en 
una concentración de 1.5x106 células/ml. Después de los 3 días, se recogió el sobrenadante, se 
centrifugo y se aplicó en una relación 10% con medio fresco como estímulo a los Mφ naïve. Por 
otro lado, los Lφ se co-cultivaron con los Mφ naïve en relación 1:1durante 3 días. Ambos pre-
estímulos se mantuvieron durante 3 días, finalizado este tiempo, se retiraron del medio los Lφ y el 
sobrenadante respectivamente. Los Mφ posteriormente se estimularon con LPS (10 ng/ml) 
durante 16 horas, para revelar así el fenotipo tolerante. En todo momento en el experimento se 
mantuvo i)una placa sin ningún tipo de tratamiento como control negativo, ii)otra placa 
estimulada los 3 días del pre-tratamiento con LPS 10ng/ml. iii)Además, se mantuvo siempre una 
placa por cada paciente o VS, sin ningún tipo de pre-tratamiento y, únicamente estimulada 
durante las últimas 16 horas con cada uno de los Lφ usados en el experimento tanto de pacientes 
LLC como de VS, este punto se uso como referencia de la respuesta inmune generada al realizar un 
co-cultivo heterólogo. De hecho, la respuesta de los M frente al LPS se  evaluó tomando como 
situación basal la respuesta inmune obtenida en este punto. 
3.9 ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN. 
La capacidad de los Mφ de los pacientes con LLC y de los VS para estimular la 
proliferación de los linfocitos se estudió mediante un ensayo aloinmune, siguiendo el protocolo 
descrito anteriormente por Hernández-Fuentes et al (70) y por Adam et al (5). Linfocitos 
heterólogos humanos, obtenidos de la población no adherente en nuestro protocolo de 
aislamiento de Mφ, se marcaron con el colorante vital PKH2 (Green Flourescence Cell Linker Kit, 
Sigma-Aldrich). Una vez aislados los Mφ de los pacientes con LLC y de los VS, se pusieron en co-
cultivo con los Lφ teñidos en una proporción 1Mφ: 5Lφ y se mantuvieron durante 5 días. 
Después de 5 días de co-cultivo, las células no adheridas fueron recolectadas, marcadas con anti-
CD3-PE y adquiridas en citometría de flujo. Como controles para el análisis se usaron Lmarcados 
con CD3 sin co-cultivar con Mφ. La proliferación fue cuantificada como la perdida de intensidad 
de fluorescencia del colorante PKH2 en las células CD3+. La proliferación se representó como el 
número de veces que aumenta el porcentaje de proliferación inducido por los Mφ de los 
pacientes con LLC frente al inducido por los Mφ de los VS, tomando como 1 el porcentaje de 
células CD3+ que habían perdido PKH2 sin estimulación. 
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3.10 ENSAYOS DE FAGOCITOSIS. 
Para la realización de los ensayos de fagocitosis, los M aislados de sangre periférica de 
LLC y de VS se sembraron en placas de 24 pocillos en una concentración de 105 células/ml. Estos 
Mφ se incubaron con  107 bacterias E.coli (K-12, Molecular probes) transfectadas con la proteína 
GFP constitutiva, durante 1hora a 37ºC. Después de la incubación se recogieron los M, 
mediante centrifugación  diferencial se retiraron las bacterias no unidas a la membrana de los 
M. Después el pellet se incubo durante 30 minutos con lisozima  (100mg/ml), a temperatura 
ambiente y en agitación. Una vez finalizado este proceso se lavaron en PBS y los Mφ se marcaron 
con CD14 APC. La fagocitosis se evaluó mediante la co-localización de las células CD14+/GFP+ en 
citometría de flujo. 
3.11 AISLAMIENTO DE RNA Y SÍNTESIS DE cDNA. 
En cada uno de los tratamientos los Mφ se lavaron con PBS y se aisló el RNA total utilizando el 
Kit High Pure RNA Isolation (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), el cual incluye 
tratamiento con DNAsa I, para eliminar al ADN contaminante. En todos los casos se tomaron las 
precauciones oportunas para evitar contaminaciones con Ribonucleasas (RNAsas). La 
concentración y pureza del RNA se determinó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 
(ThermoScientific). Posteriormente, se realizó la transformación de 1µg del RNA a DNA 
complementario (DNAc) mediante retrotranscripción, utilizando para ello el kit High Capacity 
CDNA Reverse Transcription  (Applied Biosystems, Foster City, EEUU) en un volumen final de 20µl 
y siguiendo las instrucciones del fabricante. 
3.12 PCR A TIEMPO REAL. 
Los niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados en el presente trabajo se 
analizaron mediante qPCR en tiempo real utilizando el DNAc obtenido según se describe en el 
apartado anterior. Para la reacciones de qPCR se utilizó el kit Quatimix Easy (Biotools, Madrid, 
España), el fluorocromo utilizado en estas qPCRs fue Syber Green de (Applied Biosystems, Foster 
City, EEUU) y el termociclador LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Todos los 
cebadores específicos utilizados para cada gen se detallan en la tabla M2. Todos fueron 
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sintetizados, desalados y purificados mediante HPLC por BonsaiBiotech (Alcobendas, Madrid). 
Para confirmar la especificidad de los cebadores, se analizaron los perfiles de melting o 
desnaturalización. Estos perfiles se determinaron manteniendo la reacción a 80ºC durante 10 
segundos y después, calentando la reacción hasta 95ºC en una tasa de calentamiento de 
0,1ºC/segundo. A lo largo de este proceso se midió la florescencia emitida. Con este análisis se 
verifico que para cada par de cebadores se producía un único producto de amplificación. Los 
productos de amplificación se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% con 
Bromuro de Etidio (0,5 ug/ml) y se analizaron por transiluminación ultravioleta. En todos los 
casos se comprobó que para cada par de cebadores el producto de amplificación era una única 
banda del tamaño esperado. 
Tabla M2: Listado de los cebadores usados en el trabajo 
Gen Cebador Sentido (5’→3`) Cebador Antisentido (3’→5’) Tm 
TNFα AAGAGCTACGAGCTGCCTGACG TCCACATCTGCTGGAAGGTGG 62 
IL-6 CAAAGAATTAGATGCAATAA GCCCATTAACAACAACAATCTG 54 
IL-1β GGATATGGAGCAACAAGTGG ATGTACCAGTTGGGGAACTG 57 
CCL20 GCAAGCAACTTGACTGCTG TGGGCTATGTCCAATTCCAT 60 
IRAK-1 GCACGCAGCTTGACGCTG TCACCTCTGCTGGAACGTGG 62 
IRAK-M TTTGAATGCAGCCAGTCTGA GCATTGCTTATGGAGCCAAT 62 
TGFβ 
GGCCAGATCCTGTCCAAGC GTGGGTTTCCACCATTAGCAC 
62 
TRAF6 
CTGAATGATGGCATGCGCGC TGGGATTCCATTGCGCGCCC 
58 
VEGF 
GCAGCTTGAGTTAAACGAACG GCAGCGTGGTTTCTGTATC 
60 
CCL18 
CCCTCCTTGTCCTCGTCTG GCTTCAGGTCGCTGATGTATT 
62 
MIF 
CTCTCCGAGCTCACCCAGCAG CGCGTTCATGTCGTAATAGTT 60 
β-Actina GTCCACCTTCCAGCAGATGT CATCTTCACCGTTCCAGTTT 62 
 
La cuantificación del  DNA copia (cDNA) de cada uno de los genes de interés se llevo a 
cabo utilizando una curva estándar de siete puntos específica para cada gen. Para ser aceptadas 
como válidas los coeficientes de correlación (r2) de cada curva fueron siempre >0.98. Además en 
cada reacción de qPCR se incluyó un punto de la curva estándar. El programa con el que se 
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analizaron cada uno de los genes consistió en 45 ciclos con una temperatura de 
desnaturalización (Tm) específica para cada par de cebadores, precedida por un paso de 
desnaturalización y activación de la polimerasa de 5 minutos a 95ºC. Los resultados obtenidos 
para cada uno de los genes analizados se normalizaron con respecto a la expresión de la β-actina. 
Esta metodología ha sido usada por nuestro grupo en trabajos anteriores (33; 58; 175). 
3.13 AISLAMIENTO DE LOS miRNAs Y SÍNTESIS DE cDNA. 
Después de cada uno de los tratamientos los Mφ se lavaron con PBS, se levantaron de las 
placas y se aislaron positivamente las células que expresaban el marcador CD14, mediante unas 
bolitas magnéticas,  Dynabeads CD14 de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). Una vez obtenida la 
población pura de Mφ, estos se lisaban y se separan de las bolitas magnéticas para el posterior 
aislamiento de los miRNAs mediante el kit  RNAqueous Micro Total RNA isolation kit de Ambion 
(Austin, TX, EEUU). La concentración y pureza del RNA se determinó utilizando el 
espectrofotómetro NanoDrop (ThermoScientific). A continuación se realizó la transformación de 
10ng del RNA a DNA complementario (DNAc) mediante retro-transcripción, para ello se utilizó el 
TaqMan Micro RNA Assays de Applied Biosystem (Foster City, EEUU), que emplea un sistema de 
tallo-lazo para un objetivo específico haciendo posible la retro-transcripción a pesar del pequeño 
tamaño que poseen los miRNAs maduros, por lo tanto de una misma muestra se realizaban 
tantas reacciones de retro-transcripción como miRNAs se quisieran estudiar. 
3.14 PCR A TIEMPO REA LDE miRNAs. 
Los niveles de expresión de cada uno de los microRNAs estudiados se analizaron 
mediante qPCR en tiempo real utilizando el DNAc obtenido según se describe en el apartado 
anterior. Para la reacciones de qPCR se utilizó el kit TaqMan Universal MasteMix II (Applied 
Biosystems, Foster City, EEUU) y el termociclador Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Alemania).Para el estudio de la expresión de cada uno de los microRNAs de este trabajo se uso 
su correspondiente TaqMan MicroRNA Assay de Applied Biosystem (Foster City, EEUU). El 
programa con el que se analizaron cada uno de los microRNAs consistió en 45 ciclos con una 
temperatura de desnaturalización (Tm) de 95ºC durante 10 segundos y una temperatura de 
anillamiento y extensión de 60ºC durante 1 minuto, en los que se recoge la fluorescencia emitida 
por las sondas TaqMan, precedida por un paso de desnaturalización y activación de la polimerasa 
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de 10 minutos a 95ºC. Para todos los microRNAs se realizaron tres replicas de cada uno de las 
reacciones de qPCR. 
La cuantificación del cDNA de cada uno de los microRNAs de interés se llevo a cabo 
mediante la valoración de los distintos puntos de corte, del inglés, crossingpoint (Cp). Los 
resultados obtenidos para cada uno de los microRNAs analizados se normalizaron con respecto a 
la expresión del microRNA RNU24.  
3.15 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Para cada experimento se realizó un mínimo de 3 experimentos independientes. Los 
datos obtenidos están expresados como Media±Desviación estándar (M±DE). Las comparaciones 
estadísticas se han realizado mediante el test de la t de student en los casos en los que se 
comparaban las diferencias entre dos muestras. Sin embargo en los casos en los que se 
comparaban diferencias entre más de dos muestras mediante una ANOVA de una vía y el post-
tets de Dunnet para comparaciones múltiples. Se consideraron como significativas las diferencias 
con un p-valor <0.05.  
Por otro lado, para tratar de predecir la evolución de los pacientes de LLC. Se realizó un 
análisis mediante curvas ROC (del inglés Receiver operating characteristic curve)(121) para 
estudiar la relación existente entre la capacidad de los Mφ aislados de los pacientes para 
expresar en membrana las moléculas presentadoras de antígeno de clase II, HLA-DQ y HLA-DR en 
respuesta al LPS y el desarrollo o no de infecciones bacterianas en el transcurso de la 
enfermedad. 
Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa Prims 5.0 (GraphPad, San 
Diego, EEUU)
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4. RESULTADOS 
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4.1 CARACTERÍSTICAS Y SEGUIMENTO DE LOS PACIENTES 
INCLUIDOS EN EL ESTUDIO. 
Para estudiar la respuesta inmune innata en la LLC se reclutaron 70 pacientes y 20 
voluntarios sanos (VS) de edad y sexo similares. 
 
Tabla R1: Principales características de los pacientes de LLC reclutados para el estudio.  
 
 
Parámetros Valores* 
PACIENTES  
Número de Pacientes 70 
Edad (años) 71±11,65 
Sexo (Hombre/Mujer) H: 57% (40) ;  M: 43% (30) 
Diagnóstico Leucemia Linfática Crónica 
Estadio Binet  
A 86% (60) 
B 3% (2) 
C 11% (8) 
ZAP70 28,5 % (20) 
LDH > 250 U/L 4% (3) 
Β2microglobulina >2,5 mg/L 37,1%(26) 
Citogenética  
Del13q 23% (16) 
Del17p 3% (2) 
TRISOMIA 12 7% (5) 
OTRAS** 6% (4) 
NORMAL*** 43% (30) 
ND **** 24% (17) 
Infecciones 27,1%(19) 
Tumores secundarios 5,7%(4) 
Decesos 5,7%(4) 
VOLUNTARIOS SANOS  
Número 20 
Edad (años) 68±12 
Sexo (Hombre/Mujer) H: 60% (12) ;  M: 40% (8) 
Infecciones 
Tumores secundarios 
Decesos 
0% (0) 
0%(0) 
0%(0) 
 
* Variables continuas; Media ± Desviación estándar; variables categóricas % (números absolutos). 
 ** Del11q, p5.; ***Cariotipo normal;  **** No datos. 
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Las características clínicas más relevantes, tales como el estadio clínico, medido por el 
sistema Binet, los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH), los valores de 2 microglobulina, la 
presencia de la proteína Zap70 y el estatus citogenético se recogen en la Tabla R1. También 
están detallados los parámetros demográficos de los 20 VS incluidos en el estudio.  
En el seguimiento de la evolución clínica de los pacientes, se encontró que 19 (27%) 
pacientes desarrollaron una infección en los 60 días posteriores a su inclusión en el estudio y 
que durante el año siguiente 4 (6%) pacientes se diagnosticaron con algún tipo de tumor 
secundario y 4 (6%) de los pacientes fallecieron. 
 
No se encontró ningún tipo de asociación entre los niveles de gammaglobulina en los 
pacientes y la aparición de infecciones (p= 0.365). Siete (36.8%) de los 19 pacientes con 
deficiencia en sus niveles de inmunoglobulinas desarrollaron infecciones mientras que de los 52 
pacientes con niveles normales de inmunoglobulinas 12 (24%) desarrollaron infecciones (Tabla 
R2).  La cohorte de pacientes con LLC incluidos en este estudio no recibieron ningún tipo de 
tratamiento durante los 60 días posteriores a su inclusión en el estudio.  
 
 
Tabla R2: Hipogammaglobulinemia e incidencia de infecciones en pacientes con LLC. 
 
Inmunoglobulinas 
Número de              
pacientes (%) $ 
Pacientes con 
infecciones # (%)& 
IgM<* 
IgG<** 
IgA<*** 
IgM e IgG< 
IgM e IgA< 
IgG e IgA< 
IgM, IgG e IgA< 
Niveles normales**** 
14 (20%) 
1(1,4%) 
0 
2(2,8%) 
0 
0 
2(2,8%) 
51(72,8%) 
5(26,3%) 
0 
0 
0 
0 
0 
2(10,5%) 
12(63, %) 
 
# Pacientes que han desarrollado infecciones en los 60 días posteriores a su inclusión en el estudio. 
$ Porcentaje calculado a partir del número total de pacientes (n=70) 
&Porcentaje calculado en base al número total de pacientes con infección (n=19). 
* Valores de IgM< 50mg/dL 
** Valores de IgG< 650mg/dL 
*** Valores de IgA< 40mg/dL 
**** Los valores normales de IgM (50-300mg/dL), IgG (650-1600 mg/dL) y de IgA (40-350 mg/dL). 
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De este modo, según nuestros datos, no podemos afirmar que la causa de las 
infecciones registrada para nuestra cohorte sea únicamente debido a la 
hipogammaglobulinemia. En cambio, cuando observamos la clínica de los pacientes sí 
observamos un incremento en la tasa de infecciones que podría deberse a algún tipo de 
afectación en el sistema inmune, motivo por el cual se decidió estudiar el fenotipo de los Mφ de 
pacientes con LLC. 
 
4.2 LOS Mφ CIRULANTES DE PACIENTES CON LLC PRESENTAN UN 
ESTADO DE TE. 
4.2.1. Caracterización del perfil inflamatorio. 
Una de las características más importante que poseen los Mφ es la plasticidad que 
presentan para responder a los distintos estímulos que encuentran en el ambiente. La secreción 
de diferentes citoquinas y quimioquinas se encuentra entre una de sus formas de respuesta, 
estas moléculas son capaces de modular la respuesta inflamatoria de las otras células del 
sistema inmune y la de los propios Mф (19; 21; 23). 
Tal y como comentamos en la introducción, los Mф M1 se caracterizan por presentar 
una alta expresión de citoquinas pro-inflamatorias: TNF, IL1β e IL6. Por el contrario las diversas 
formas de Mφ M2 generalmente presentan un fenotipo con baja expresión de TNF, IL1 e IL6 y 
con una alta expresión de citoquinas anti-inflamatorias como IL10 y TGF entre otras. 
Se analizó el perfil inflamatorio de los Mф circulantes de los pacientes con LLC y de los 
VS. Para ello se aislaron los Mφmediante gradiente ficoll y se cultivaron a una densidad de 3x106 
células, siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos. Para evaluar la respuesta 
inflamatoria de los Mφ de los pacientes estos se estimularon ex vivo con LPS  (10ng/ml) durante 
24 horas. Después de la estimulación se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se 
procesaron mediante la técnica del CBA. Se evaluaron los niveles de producción de TNF, IL1, 
IL6,  IL8 e IL10 de forma basal y en respuesta al estímulo. 
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En la figura R1 se observa que los niveles de secreción de citoquinas pro-inflamatorias, 
TNFα (A), IL6 (B) e IL1β (C) son significativamente menores en los Mφ de los pacientes con LLC 
que en  los Mφ de los VS expuestos al LPS. Únicamente se observa un ligero incremento en la 
secreción de la IL6, nunca superior a los niveles de secreción de los VS. Estos datos sugieren una 
incapacidad en los Mφ de los pacientes con LLC para producir citoquinas inflamatorias en 
respuesta al LPS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R1. Los Mφ de los pacientes con LLC no presentan una respuesta inflamatorio en la secreción de citoquinas en 
respuesta al LPS. Representación de los niveles de expresión de las citoquinas inflamatorias obtenidos en los 
sobrenadantes de los Mφ aislados de VS (cajas gris claro; n=20) y de los pacientes con LLC (cajas gris oscuro; n=70). En 
todos los casos se ha representado la M±DE de los niveles de secreción de las citoquina TNF(A), IL6 (B), IL1(C), IL8 
(D) e IL10 (E) en situación basal y después de 24horas de estimulación con LPS (10ng/ml).Las comparaciones 
estadísticas están realizadas mediante el análisis no paramétrico U de Mann Withney para evaluar la respuesta de los 
VS estimulados con LPS frente a la de  los pacientes con LLC (* p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001). 
 
Otras citoquinas como la IL8 y la IL10fueron analizadas. Los  niveles de producción de IL8 
(Fig. R1D) no presentan diferencias significativas entre los VS y los pacientes en su estado basal y 
tampoco en respuesta al estímulo con LPS. Sólo se observan diferencias significativas entre los 
Mφ de pacientes con LLC estimulados con LPS con respecto a la producción basal. En el caso de 
la IL10, una citoquina clásicamente descrita como anti-inflamatoria (125), los Mφ de los 
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pacientes con LLC, estimulados con LPS, presentaron niveles significativamente menores en 
comparación con los obtenidos de los VS. El estímulo que genera el fenotipo de TE modula el 
tipo de respuesta en los Mφ y los diferentes M2 pueden compartir algunas características 
clásicamente descritas para este tipo de células. Sin embargo, es importante destacar que el 
fenotipo pro-inflamatorio y tolerante representan extremos del continuo de estados de 
activación que se encuentran in vivo (23; 79; 115; 130), esto puede explicar los resultados 
obtenidos en la producción de IL10 en los Mφ de los pacientes con LLC. En cualquier caso la 
actividad anti-inflamatoria de la IL10 no siempre es imprescindible para el desarrollo de la TE, de 
hecho ratones Knockout para la IL10 desarrollan de igual manera un fenotipo tolerante cuando 
se exponían en dos ocasiones sucesivas al LPS (17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R2.Expresión de TNFα y TGFβ en Mф. 
(A)Histograma de la expresión de TNFen VS (línea negra punteada) y en los pacientes con LLC (relleno gris). A la 
derecha se muestra la representación del análisis estadístico (M±DE) de la expresión de TNFα en los VS (cajas gris 
claro; n=20) y de los pacientes con LLC (cajas gris oscuro; n=70).(B)Histograma de la expresión de TGFβen los VS (línea 
negra punteada) y pacientes con LLC (relleno gris). A la derecha se ha representado el análisis estadístico (M±DE) de la 
expresión de TGFβ en los VS (cajas gris claro; n=20) y en los pacientes con LLC (cajas gris oscuro; n=70). En ambos 
casos la inducción de la expresión se calculó como el número de veces que aumentaba o disminuía  la intensidad 
media de florescencia (MFI) de las citoquinas con respecto a la registrada basalmente en respuesta al LPS (10ng/ml; 
durante16horas en presencia de Brefeldina A (0,5 M). Se realizó un análisis estadístico no pareado, no paramétrico 
(test U de Mann-Whitney) ns = no significativo;** p < 0.01. 
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La respuesta inflamatoria de los Mφ frente al LPS también se evaluó mediante tinción 
intracelular de TNF y de TGF, esta última descrita como una quimioquina anti-inflamatoria 
(117). Para realizar estos experimentos los Mφ de los pacientes con LLC y los Mφ de los VS se 
aislaron y se sembraron utilizando el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Después se 
estimularon con LPS (10ng/ml) durante 16 horas en presencia de brefeldina A (0,5M), 
garantizando así la acumulación de las proteínas producidas en el citoplasma.  
Los resultados obtenidos reflejan que los Mφ de los pacientes producen cantidades 
significativamente menores de TNFque los Mφ de los VS en respuesta al LPS (Fig. R2A). Por el 
contrario la expresión de TGFβsólo mostró un ligero incremento en los Mφ de los pacientes con 
LLC frente al número de veces que se induce la expresión en los VS  M±DE (1,5±0,9 en los Mφ de 
los pacientes vs 1,2±0.55 en los Mφ de los VS; p=0.19) (Fig. R2B). 
4.2.2. Marcadores fenotípicos en los Mφde pacientes con LLC. 
Dado que los Mφ circulantes son una población dinámica se pueden clasificar en 
diferentes subtipos de activación, dependiendo del tipo de respuesta y los marcadores de 
membrana que presenten. Cada subtipo de Mφ posee un fenotipo funcional distinto, y es la 
acumulación de uno frente a otro  lo que puede definir el tipo de respuesta inmune. 
El receptor FcγRIII o CD16 pertenece a la familia de los receptores Fc y se caracteriza por 
aumentar la capacidad fagocítica de algunas células del sistema inmune(137). Este receptor se 
encuentra expresado de forma diferencial en los Mφ.  De hecho, en pacientes con sepsis se ha 
descrito un aumento de Mφ circulantes CD16+(84). 
En nuestra cohorte de pacientes se analizó, mediante citometría de flujo, la expresión 
del marcador CD16. Para ello, se dividió la población de Mφ circulantes en base a la expresión 
del marcador CD14, uno de los receptores del LPS ampliamente expresado en Mφ humanos, y a 
la expresión de CD16 en tres subtipos: monocitos clásicos (CD14++, CD16-), monocitos no clásicos 
(CD14+, CD16++) y monocitos intermedios (CD14++, CD16++) (Fig. R3A). El subtipo de Mφ 
principalmente representado fue el clásico, con un 60.6%±20.9 y un 56.35%±12.06 del total de 
los Mφ en los VS y en los pacientes respectivamente; los Mφ de subtipo intermedios estaban 
representados en un 17,07%±9,5% en los VS y un 22,96%±5,26% en los pacientes. La población 
de Mφ no-clásico, CD14+, CD16++ se encontró significativamente incrementada en los pacientes 
con LLC  con respecto a los VS (9.1%±4,8 frente a 3.45%±1,8; p=0,0023). Resultados similares con 
LLC (111). 
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El marcador CD163, un receptor scavenger para los complejos de hemoglobina–
haptoglobina (91), se induce en una subpoblación de Mφ polarizados en respuesta a factores 
anti-inflamatorios como la IL4, la IL10 o los corticoesteroides (28). Los Mφ que presentan este 
marcador en membrana generalmente desarrollan participan en  la resolución de la inflamación 
y la reparación del daño tisular (59; 123). Un incremento en su expresión se ha asociado con 
comportamientos más agresivos en diferentes tumores y una menor producción de TNFα (118; 
146; 190).El análisis de los Mφ circulantes en los pacientes con LLC, mediante citometría de 
flujo, mostró un mayor porcentaje de Mφ CD163+ en los pacientes con LLC comparado con el 
porcentaje de Mφ CD163+ encontrados en los VS (M±DE; 8,68%±11,4% frente a  2,35%±3,7% 
respectivamente; p=0,039) (Fig. R3B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R3: Marcadores de superfície. 
(A)Ejemplo de la distribución de poblaciones en un paciente con LLC de los Mφ en base a su expresión CD14/CD16. A la 
derecha se representa el análisis estadístico donde (M±DE) en los pacientes con LLC (cajas grises n=70) y en los VS 
(cajas grises claro n=10) (B)Gráficos Dot blot del porcentaje de células CD14+/CD163+ en VS y en pacientes con LLC, a 
la izquierda se encuentra la representación del análisis estadístico, los VS (cajas gris claro n=10) LLC (cajas gris oscuro 
n=70).*p<0.05;**p<0.01. En todos los casos el análisis de los marcadores se realizó en condiciones basales, 
comparando los pacientes con LLC frente a los VS  mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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Con el objeto de caracterizar mejor los Mφ circulantes de los pacientes con LLC, se 
evaluó la expresión del receptor Fc-gamma1 (Fcγ1) CD64, descrito como un marcador de 
fagocitosis en los Mφ(60). Diversos trabajos han relacionado la sobre-expresión de este receptor 
con el desarrollo de un perfil de tolerancia a endotoxinas y una mayor capacidad fagocítica de 
bacterias Gram-negativas (33).  El análisis, mediante citometría de flujo, de la expresión de CD64 
mostró que los Mφ circulantes de los pacientes con LLC presentan un incremento significativo 
en la expresión de este receptor cuando se estimulan con LPS, comparado con la expresión en 
observada en Mφ de los VS (Intensidad media de fluorescencia; MFI de 26,25±4,7 en los Mφ de 
los pacientes frente a una MFI 20,56±5,6 en los Mφ de los VS; p=0,043) (Fig R4A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R4. Expresión del marcador de membrana CD64 y capacidad fagocítica en Mφ. 
(A)Expresión del marcador CD64 en Mφ circulantes de VS (cajas gris claro; n=20) y en Mφ de los pacientes con LLC 
(cajas grisgrís oscuro n=70). (B) La capacidad fagocítica se representa como el porcentaje de los Mφ CD14
+
/GFP
+
 en los 
VS (cajas gris claro, n= 15) frente a los pacientes con LLC (caja gris oscuro, n=40). Dot Blots representativos del 
porcentaje de Mφ CD14
+
/GFP
+
,  en VS (C) y en los pacientes con LLC (D). El análisis estadístico se realizó comparando 
mediante un análisis no paramétrico U de Mann-Whitney  * p<0.05.  
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A continuación, puesto que el incremento en la expresión de CD64 se ha relacionado con 
un aumento en la fagocitosis, analizamos la capacidad fagocítica de los Mφ de los pacientes con 
LLC. Para ello, los Mφ se sembraron en placa y se estimularon con bacterias Gram-negativas 
(E.coli K-12, Molecular probes), en una relación 1: 100 (Mφ: bacterias). Estas bacterias 
expresaban de forma constitutiva la proteína verde fluorescente GFP (del inglés Green 
Flourescent Protein). Tras 1 hora de incubación las bacterias que no habían sido fagocitadas por 
los Mφ se retiraron mediante centrifugación diferencial .Para eliminar las bacterias unidas a la 
membrana de los Mφ, estos se trataron con lisozima (1mg/ml) durante 30 minutos. Finalmente 
para poder cuantificar la fagocitosis los Mφ se marcaron con CD14 y se contabilizó el porcentaje 
de células  CD14+/GFP+en los pacientes y en los VS. Los Mφ de los pacientes con LLC presentaron 
una mayor capacidad fagocítica que los Mφ de los VS, con un 45,37% ± 20,27% de células 
CD14+/GFP+ en los pacientes frente a un 30,31% ± 14,34% en los VS, p=0,033 (Fig. R4B). 
Por otro lado, y a pesar del aumento en la capacidad fagocítica, en numerosos trabajos 
se ha demostrado una disminución en la capacidad para la presentación antigénica de los Mφ 
con un fenotipo TE(33; 60; 74; 125). Una reducida expresión de las moléculas del MHC de clase 
II, HLA-DQ y HLA-DR se ha relacionado con esta incapacidad para la presentación antigénica que 
se observa en los Mφ TE presentes en diversas patologías como la sepsis, la Fibrosis Quística, el 
cáncer o el Síndrome Coronario Agudo (33; 46; 47; 175). Por este motivo, se estudiaron los 
niveles de expresión, en los Mφ aislados de los pacientes con LLC  y de los VS, de HLA-DQ y HLA-
DR,  en respuesta al LPS.  
El análisis de los niveles de expresión de estas dos moléculas, obtenidos mediante 
citometría de flujo, se representó en función del número de veces que aumenta o disminuye  su 
expresión en respuesta al LPS (10ng/ml; 16 horas). Por su parte, la inducción se valoró como el 
número de veces que aumenta o disminuye la expresión frente a los niveles basales de cada 
individuo. En la Fig. R5, se observa que en la membrana de los Mφ de VS presentan una 
importante inducción en la expresión de HLA-DQ y de HLA-DR en respuesta al LPS, mientras que 
estas moléculas presentan una expresión significativamente menor en la membrana de Mφ de 
pacientes con LLC. 
Los patrones de expresión de HLA-DQ y de HLA-DR obtenidos se corresponden con datos 
publicados previamente, en los que se ha encontrado una importante correlación entre una 
mayor presencia de Mφ CD14+ /HLA-DRlo/neg y un mal pronóstico(64; 73; 188). Por ejemplo, en 
pacientes con cáncer de pulmón de células no-pequeñas se ha comprobado que un alto número 
de Mφ CD14+/HLA-DRlo/neg se relaciona con metástasis extra-torácica y con una peor respuesta a 
la quimioterapia (73). También se ha descrito una relación entre la presencia de un mayor 
número de este tipo de Mφ en pacientes con LLC  y una disminución en el tiempo de progresión 
 - 50 - 
de esta enfermedad, acortando el periodo que permanecen sin tratamiento ni complicación 
alguna (64). Estos resultados, en conjunto corroboran la importancia de este fenotipo en la 
inmunosupresión que presentan pacientes de distintas patologías. 
Una de las formas de activación de la respuesta inmune adaptativa es mediante la 
presentación antigénica. Los Mφ no son únicamente células efectoras de la respuesta inmune 
innata, sino que también están involucrados en el inicio y en la regulación de la respuesta 
adaptativa a través de la presentación antigénica y otros mecanismos. (33; 70). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R5. Expresión de HLA-DQ, HLA-DR y  presentación antigénica. 
Análisis estadístico de la expresión de HLA-DQ (A) y de HLA-DR (B) representado como el número de veces 
que su expresión se induce o disminuye en respuesta al estímulo con LPS (10ng/ml; 16h) con respecto a los 
niveles basales registrados en los Mφ control (sin estimular). Se comparó la expresión producida en los VS 
(cajas gris claro; n=20) frente a los Mφ de los pacientes con LLC (cajas gris oscuro; n=70). (C) Análisis 
estadístico de la proliferación de L heterólogos humanos sanos co-cultivados con Mφ de VS (cajas gris claro 
n=10) y Mφ de pacientes con LLC (cajas gris oscuro, n=30). Ambos estimulados con LPS (10ng/ml; 24h). Los 
resultados están representados como el porcentaje de proliferación (M±DE) con respecto a los Msin 
estimular. El análisis estadístico se realizó utilizando el test no paramétrico U de Man-Withney. *p<0.05;** p < 
0.01.  
 
En este trabajo se estudió la capacidad de los Mφ de los pacientes para inducir la 
proliferación de linfocitos T. Para el desarrollo de estos experimentos, Mφ de los pacientes y 
de VS se co-cultivaron con Lφ heterólogos procedentes de otros individuos sanos que fueron 
 - 51 - 
obtenidos de la población no adherente descartada en el protocolo de purificación de Mφ. 
Los Lφ heterólogos se marcaron con el colorante de unión a membrana PKH2 green (Sigma-
Aldrich) y se mantuvieron en co-cultivo con los Mφ de los pacientes o de los VS durante 5 
días. La proliferación se evaluó mediante citometría de flujo como la perdida de intensidad 
de fluorescencia verde (PKH2 green) en la población CD3+. Los resultados representan el 
porcentaje de proliferación con respecto a aquellos linfocitos no expuestos a monocitos (Fig. 
R5C). Los resultados obtenidos demuestran que los  Mφ de pacientes con LLC presentan una 
menor capacidad para expresar en membrana las moléculas HLA-DQ y HLA-DR y, como 
consecuencia, inducen una menor proliferación de los linfocitos T, indicando que el fenotipo 
de los Mφ aislados de los pacientes con LLC es muy similar al observado en los Mφ TE. 
4.3 VALOR PREDICTIVO DE HLA-DR EN LA LLC. 
El conjunto de resultados obtenidos en los Mφ circulantes aislados de sangre periférica  
de los pacientes con LLC denota que estos Mφ se encuentran en un estado refractario o de 
tolerancia. Además, este fenotipo también se ha visto reflejado en la clínica de estos pacientes, 
puesto que presentan una alta tasa de infecciones secundarias. En este estudio se ha 
establecido una relación entre la incapacidad de los Mφ de los pacientes para expresar HLA-DR 
en su membrana y un incremento en la tendencia de la aparición de infecciones. 
Para valorar la tasa de infecciones en los pacientes se realizó un seguimiento durante los 
60 días posteriores a su inclusión en el estudio. De un total de 70, 19(27,91%) pacientes 
desarrollaron algún tipo de infección en este periodo, en la mayoría de los casos se trató de 
infecciones respiratorias o infecciones urinarias de repetición. En sólo un  caso de los 19 la 
infección acabó causando la muerte del paciente, otro paciente a parte de la infección desarrollo 
un tumor que también acabo causándole la muerte. Además, 4(21,05%) de los 19 pacientes con 
infección tuvieron una evolución negativa y necesitaron tratamiento en este periodo. También 
se pudo comprobar que 4(5,71%) de los 70 pacientes de LLC incluidos en este estudio 
desarrollaron cánceres secundarios. 
Con el objeto de intentar validar los resultados obtenidos en este estudio y poder 
predecirla evolución de los pacientes con LLC se realizó un análisis de curvas ROC (del inglés 
Receiver Operating Characteristic Curve) (121), en el que se estudió la relación existente entre la 
capacidad de los Mφ  de los pacientes para expresar HLA-DQ y HLA-DR , en respuesta al LPS, y el 
desarrollo de infecciones bacterianas. En este estudio se quiso establecer un punto de corte que 
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nos diera la mayor sensibilidad y especificidad posible para predecir la aparición de infecciones 
en pacientes con LLC teniendo en cuenta la capacidad para expresar HLA-DQ y HLA-DR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R6. Relación entre la expresión en superficie de HLA-DQ y HLA-DR en Mφ con la aparición de infecciones en 
pacientes con LLC (Curvas ROC).Análisis mediante curvas ROC que asocian la inducción de la expresión de HLA-DQ 
(línea punteada) y de HLA-DR (línea continua) con la probabilidad de aparición de infecciones en pacientes con LLC. 
Para HLA-DQ no hay una asociación significativa, el ABC= 0,7 IC 95% 0,455-0,97; p=0,128). Para HLA-DR si hay una 
asociación significativa y presenta un ABC= 0,8 IC 95% (0,5655-1,00) p= 0,040).  
 
Las curvas ROC de HLA-DQ y de HLA-DR (Fig. R6) muestran que la expresión de HLA-DR 
en Mes capaz de discriminar entre individuos que vayan a desarrollar o no infecciones. El área 
bajo la curva de HLA-DR  (ABC=0,8; p=0.04) mientras que, para HLA-DQ (ABC= 0,7; p=0,13). Por 
este motivo, establecimos en la curva de HLA-DR un punto de corte para la inducción de la 
expresión de esta molécula en Mφ en respuesta al LPS de: 1,05, es decir, aquellos Mφ 
circulantes de un paciente con LLC que al estimularse con LPS no presente una inducción mayor 
de 1,05 tiene hasta un 85,7% de probabilidades de desarrollar una infección, puesto que este 
punto de corte tiene una sensibilidad de 85,7% con un Intervalo de Confianza al 95%, IC95% 
(42,1-99,5) y una especificidad de 80%, con un IC95% (44,4-97,5). Estos resultados demuestran 
la importancia de HLA-DR como biomarcador en la LLC y concuerdan con datos previamente 
publicados en los que se relaciona la elevada frecuencia de MφCD14+/HLA-DR lo/neg con un 
incremento en la carga tumoral y una peor evolución de la LLC (64). 
 - 53 - 
4.4 FACTORES SOLUBLES POTENCIALMENTE IMPLICADOS 
EN EL ESTADO DE TE EN M DE PACIENTES CON LLC. 
Existen numerosos artículos en los que se ha descrito la capacidad de las células 
tumorales para secretar diversos factores al medio que pueden ejerce un importante efecto 
modulador sobre aquellas células que rodean al tumor (93; 165). Los Mφ, en presencia de 
determinados factores, pueden cambiar su fenotipo de respuesta inmune de una respuesta anti-
tumoral y pro-inflamatoria hacia una respuesta pro-tumoral y anti-inflamatoria, favoreciendo el 
desarrollo del tumor y la metástasis (13; 81; 92; 199).Por este motivo, se estudió el efecto de los 
factores solubles producidos por las células tumorales presentes en el plasma de pacientes 
sobre Mφ de VS. 
Algunos de los principales factores solubles en los que se ha descrito el papel en el 
desarrollo de tumores son el Decoy receptor 3(DcR3) y el ácido hialurónico (HA) (102; 167; 173; 
183; 198). 
4.4.1. Posible implicación de DcR3 y del Ácido Hialurónico en la tolerancia. 
La molécula DcR3 se ha descrito como  un miembro de la superfamilia de los receptores 
de TNF (TNFRSP6B), es un receptor soluble que ha perdido su dominio transmembrana y que 
posee la capacidad para neutralizar el efecto biológico de 3 importantes citoquinas de la 
superfamilia TNF: FasL, LIGHT, y TL1A  (122; 149; 200). En concreto, DcR3 se ha estudiado en el 
contexto del cáncer, se ha comprobado que las células tumorales expresan altas cantidades de 
DcR3 lo que favorece su supervivencia y evita el ataque citotóxico al inhibir la interacción entre 
FasL y Fas, bloqueando de esta forma la apoptosis (61). Estudios in vitro, han demostrado que 
DcR3 puede conducir a los Mφ hacia un fenotipo alternativamente activado, disminuyendo la 
expresión de CD14, CD16 y HLA-DR, aumentando la expresión del receptor de manosa (CD206) y 
disminuyendo su capacidad para secretar citoquinas inflamatorias(31).  
Cuando se evaluó la presencia de DcR3  no se encontraron diferencias entre los niveles 
de DcR3 de pacientes y VS en plasma (Fig. R7A). Tampoco se observó una asociación significativa 
entre los valores en plasma de DcR3 presentes en los pacientes con LLC que desarrollaron 
infecciones y los que no (Fig. R7B).  
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Fig. R7. Niveles de DcR3 en plasma. 
(A).Comparación de los niveles de DcR3 entre los VS y los pacientes con LLC. Niveles de DcR3 (pg/ml) evaluados 
mediante ELISA, en el plasma de los pacientes con LLC (caja gris oscuro; n=70) y en los VS (caja gris claro; n=19). (B) 
Comparación de los niveles de DcR3 en plasma entre los pacientes con LLC que desarrollan infecciones (Caja gris 
oscuro) frente a los que no las desarrollan (caja gris claro) en los 60 días posteriores a su inclusión en el estudio. ns=no 
significativo; análisis mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney tets. 
 
Por otro lado, se decidió cuantificar la cantidad de ácido hialurónico (HA) presente en el 
plasma de los pacientes con LLC. El HA es un glicosaminoglicano formado por disacáridos 
repetidos de N-acetil-D-glucosamina y ácido glucurónico, cuyo efecto biológico depende del 
tamaño del mismo. El HA es sintetizado por tres tipos de HA sintetasas (HAS1, HAS2 y HAS3) y es 
degradado por una familia de hialorunidasas. Bajo condiciones de homeostasis normales, existe 
un equilibrio entre la síntesis y la degradación del mismo, que es cuidadosamente regulada para 
mantener las concentraciones fisiológicas. En estudios previos se ha demostrado que el daño 
tisular provoca la liberación de diversos componentes de la matriz extracelular entre los que se 
incluye esta molécula(4). Cuando el ácido hialurónico es degradado en pequeños fragmentos de 
bajo peso molecular es capaz de activar procesos inflamatorios y subsiguientes estados de 
tolerancia en distintos tipos celulares, incluyendo los Mφ(35; 134; 161). Por este motivo, se 
evaluaron en los pacientes con LLC y en VS el nivel de HA en plasma.   
Los niveles de HA en el plasma de pacientes con LLC M±DE (68,32±109,30 ng/ml) son 
significativamente mayores que en los que se encontraron en los VS M±DE (10,77±6,74 ng/ml); 
p= 0,0007. Además cuando se evaluaron los niveles de  HA en los pacientes que desarrollaron 
infecciones se encontraron cantidades en plasma significativamente mayores que en los 
pacientes que no desarrollan infecciones (67,85±45,79ng/ml frente a 24,16±16,58ng/ml; 
p=0.0036) (Figura R8B). Estos resultados indican que existe una asociación entre los niveles de 
HA en el suero y el desarrollo de infecciones. 
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Fig. R8. Niveles de HA en plasma.  
(A) Los niveles de HA (pg/ml) detectados mediante ELISA en los  pacientes con LLC (caja gris oscuro; n=70) son 
significativamente más elevados que los que se encuentran en los VS (caja gris claro; n=20). (B) Los niveles de HA en 
los pacientes con LLC cuando se dividen en dos grupos, los que desarrollan infecciones (caja con patrón a cuadros; 
n=19) y los que no desarrollan infecciones (caja gris; n= 510), se encuentran más elevados en los pacientes que 
desarrollan infecciones. ***p<0.001 (Mann-Whitney test). 
 
Para comprobar la implicación del HA en la generación del estado de TE observado en los 
Mφde los pacientes con LLC se cultivaron Mφ obtenidos de buffy coats, durante 24 horas, en 
presencia de medio suplementado al 10% con sueros procedentes de pacientes con LLC. Estos 
sueros se clasificaron en base a la concentración de HA como sueros con niveles altos (>150ng/ml) 
y como sueros con niveles bajos (<100ng/ml). Por último, el estado de TE  se evalúo midiendo la 
secreción de TNFα y de IL6 mediante CBA, en respuesta a la estimulación con LPS (10ng/ml) 
durante 3 horas. 
Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias en la secreción de TNF ni de 
IL6 entre los Mφ pre-tratados con sueros de pacientes con LLC y los pre-tratados con sueros de los 
VS. Además, este efecto es independiente de la concentración HA (Fig. R9B y C). 
Con el objetivo de comprobar el efecto aislado del HA en la respuesta inflamatoria, Mφ 
obtenidos de buffy coat se estimularon con HA comercial (R&D Systems, Minneapolis, EEUU), a 
una concentración de 10ng/ml. Esta estimulación previa se realizó durante 24 horas o durante 5 
días. Los resultados obtenidos no muestran ninguna inducción del fenotipo de TE en los Mφ, no 
se observó disminución alguna en la secreción de TNF e IL6 (Fig. R9E, F). 
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Fig. R9. Implicación del HA en la generación de la TE en Mφ.  
(A) Esquema del modelo experimental utilizado en los siguientes experimentos. Niveles de TNF(B) y de IL6 (C) 
secretados por los Mφ, obtenidos de buffy coats, en respuesta al LPS, después de ser cultivados con medio 
suplementado al 10% con suero  de pacientes con niveles de HA<100ng/ml (barras punteadas) o HA>150ng/ml(barras 
negras)) y de VS (barras grises).Los controles son Mφ cultivados en presencia de medio completo y únicamente 
estimulados con LPS (barras blancas). (D) Diseño experimental utilizado para generar un estado de TE mediante el uso 
de HA comercial.) Niveles de secreción de TNFα (E) y de IL6 (F) en respuesta a la estimulación con LPS (10ng/ml; 3 
horas)(barras grises) después del pre-tratamiento con medio, HA durante 1 día o durante 5 días. En todos los casos 
existía un incremento significativo de la expresión de TNFα y de IL6 en respuesta al LPS frente a los que no eran 
estimulados. En cambio, no se observaron diferencias entre los distintos pre-tratamientos. Análisis realizado 
mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
 
Por otra parte, para valorar otros posibles factores solubles que pudieran estar 
implicados en la generación de la TE, Mφ obtenidos de buffy coats se cultivaron en  presencia de 
medio suplementado, 50% medio fresco: 10% sobrenadante obtenido del cultivo de los 
linfocitos (Lφ) de pacientes y de VS, durante 3 días y después s estimularon con LPS. LaEn su 
conjunto, estos resultados sugieren que los factores solubles estudiados no son los responsables 
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del estado de tolerancia a endotoxinas que presentan los Mφ de los pacientes con LLC. Aunque 
sí se encontró una asociación positiva entre la presencia de HA y la LLC. Además de una relación 
entre el  incremento de HA y el desarrollo de infecciones en estos pacientes.  
4.5 El CONTACTO CÉLULA-CÉLULA ES NECESARIO PARA GENERAR 
LA TE EN MONOCITOS. 
Uno de los objetivos de este trabajo es identificar el agente o agentes responsables de 
generar un estado refractario en los Mφ de los pacientes con LLC. Los resultados obtenidos en el 
presente trabajo, in vitro, hasta ahora no relacionan el fenotipo de TE descrito en los pacientes 
con LLC con ninguno de los factores solubles testados (DcR3, HA, factores solubles secretados 
por los Lφ tumorales). Por este motivo se quiso estudiar si existe la necesidad del contacto 
célula-célula para la generación del estado refractario.  
Para el diseño de estos experimentos se co-cultivaron Mφ naïve, obtenidos de buffy 
coats, con Lφ procedentes de pacientes con LLC o de VS. Los Lφ utilizados para el co-cultivo con 
Mφ humanos se obtuvieron del sobrenadante retirado después de realizar la adherencia de los 
Mφ.El efecto del co-cultivo de los Lφ junto con los Mφ se evaluó exponiendo a estos últimos a 
un estímulo con LPS (10ng/ml) diferentes tiempos, según lo que se quisiese evaluar. 
Los Mφ se sembraron en placas y se co-cultivaron con los Lφ de los pacientes con LLC o 
de los VS en una relación 1:1 durante 3 días. Pasado el tiempo de co-cultivo, los Lφ se retiraron 
del medio y los Mφ se estimularon con LPS (10ng/ml) durante 24 horas. Una vez finalizado el 
tiempo de estimulación se midieron, mediante citometría de flujo, los niveles de expresión de 
HLA-DQ y de HLA-DR en superficie. Además, parte del sobrenadante de estos cultivos  se recogió 
a las 5 horas de su estimulación con LPS para evaluar la secreción al medio de las citoquinas 
TNF e IL6. 
Se observó una disminución significativa  en los niveles de expresión  de HLA-DQ y de 
HLA-DR en superficie en aquellos Mφ co-cultivados previamente con Lφ procedentes de 
pacientes con LLC y estimulados con LPS. Además, cuando se estudió la secreción al medio de 
TNFα y de IL6 se pudo comprobar que el co-cultivo previo con Lφ de pacientes produce una 
importante disminución de la secreción de estas dos citoquinas comparada con los Mφ que se 
co-cultivaron en presencia de los  Lφ procedentes de VS (Fig R10B).  
 
 
 
 - 58 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R10: La pre-exposición a Lφ de LLC induce TE en Mφnaïve.  
(A) Niveles de expresión en membrana de HLA-DQ y de HLA-DR en Mφ naïve tratados con LPS (10 ng/ml, 24 horas) 
después del co-cultivo con Lφ procedentes de pacientes (cajas gris oscuro; n=7) o procedentes de VS(cajas blancas; 
n=6) en relación 1: 1 durante 3días (B)Secreción de TNFα y de IL6 evaluados mediante  CBA en el sobrenadante  de los 
mismo pacientes en los que se evaluó la expresión de HLA-DQ y HLA-DR, después de 5 horas de estimulación con LPS. 
Los datos muestran la M±DE de 4experimentos independientes. Análisis estadístico mediante U de Mann- Whitnney; 
*p<0.05; **p<0.001 y ***p<0.0001.  
 
Los resultados obtenidos en los ensayos del co-cultivo con Lφ de pacientes sugieren que 
el fenotipo tolerante observado en los Mφ de los pacientes con LLC se genera a partir del 
contacto célula-célula. Con la finalidad de estudiar más en profundidad el proceso de tolerancia, 
se diseñó un modelo experimental que permitiese ampliar la caracterización de este fenotipo en 
la LLC. 
4.6 VÍAS INTRACELULARES IMPLICADAS EN LA TE OBSERVADA 
EN LA LLC. 
4.6.1. Diseño de un modelo in vitro de TE. 
Con el fin de estudiar en profundidad los procesos intracelulares implicadas en la TE se 
diseño un modelo in vitro que emulase las características observadas en los pacientes con LLC. 
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Para ello se tuvieron en cuenta los resultados previos obtenidos en este trabajo, en el que se 
muestra la necesidad del contacto célula- célula para generar la TE en los Mφ. 
Lo primero que se hizo fue establecer las condiciones de co-cultivo, proporción celular y 
duración del mismo utilizando como guía los modelos desarrollados previamente por nuestro 
grupo (175). Se realizó una estimulación inicial con células MEC-1 (primer estímulo) en una 
relación 10 Mφ: 3 células MEC-1, durante 1, 3 y 5 días, con el fin de determinar la duración 
óptima del co-cultivo necesario para inducir un fenotipo tolerante. Una vez pasado el tiempo de 
co-cultivo se retiró el medio en el que se encontraban suspendidas las células MEC-1 y los Mφ se 
re-estimularon con LPS (10ng/ml) durante 3, 6 o 24 horas dependiendo de lo que se quisiera 
evaluar.  
Con el objeto de comprobar la validez del modelo se estudiaron las diferentes 
características  observadas en los Mφ de los pacientes con LLC como los niveles de expresión de 
HLA-DQ y de HLA-DR en respuesta al LPS (10ng/ml).Se pudo establecer que al menos se 
necesitan tres días de co-cultivo previo con las células MEC-1 para que se reduzca ligeramente la 
expresión de HLA-DQ y de HLA-DR. De hecho, los datos obtenidos revelan que con 5 días de co-
cultivo con células MEC-1  se produce una reducción significativa de la expresión de ambas 
moléculas, HLA-DQ y HLA-DR (Fig.R11B y R11C). Por lo tanto establecimos que 5 días de co-
cultivo simulan de la mejor manera lo que ocurre a los Mφ de los pacientes con LLC donde existe 
un contacto célula-célula durante un largo tiempo.  
 
Además, tal y como se muestra en el esquema de los experimentos realizados (Fig.R11A) 
en todos los ensayos se incluyó una condición control, en el que los Mφ se mantenían en medio 
de cultivo durante el tiempo de pre-tratamiento recibiendo un único estímulo final con LPS (10 
ng/ml). Por otro lado, para corroborar que los Mφ utilizados desarrollaban correctamente el 
fenotipo de  tolerancia, se incluyó una condición en la que los Mφ recibían un pre-tratamiento 
con LPS (10ng/ml) durante el mismo tiempo del co-cultivo previo y un estímulo final de LPS para 
revelar el fenotipo tolerante.  
Los datos obtenidos de la expresión de HLA-DQ y de HLA-DR están representados como 
el número de veces que aumenta o disminuye la expresión de estas moléculas con respecto a los 
niveles de los Mφ  que no han recibido pre-estimulación alguna. Una vez establecido el tiempo 
de co-cultivo necesario para inhibir la sobe-expresión de HLA-DQ y de HLA-DR, se estudiaron 
otros marcadores de TE, como el receptor Fc-gamma1 (Fcγ1) CD64, descrito como un marcador 
de fagocitosis en los Mφ (60).Este marcador se observó aumentado significativamente en 
aquellos Mφ co-cultivados previamente con MEC-1 durante 5 días con respecto la expresión 
observada en los Mφ tratados únicamente con LPS en el estímulo final (Fig.R11D).  
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Fig. R11: Diseño de un modelo de TE in vitro en la LLC. 
(A)Esquema del diseño experimental con el que se han realizado los experimentos. Niveles de expresión en 
membrana de HLA-DQ(B) y de HLA-DR(C) en Mφobtenidos de buffy coat, co-cultivados con células MEC-1 (barras 
grises) durante 1, 3 y 5 días y estimulados posteriormente con LPS (10 ng/ml, 24 horas) (D)Dot blot representativos de 
la expresión de CD64 en membrana de Mφ estimulados con LPS, sin recibir tratamiento previo (izquierda) o después 
de co-cultivarse con células MEC-1 (10 Mφ: 3 Células MEC-1; durante 5 días) (dot blot derecha). Representación 
estadística de la expresión de CD64. (E)Dot blot representativos de la expresión de CD163 en membrana de Mφ 
estimulados con LPS, sin recibir tratamiento previo (dot blot izquierda) o después de co-cultivarse con células MEC-1 
(10 Mφ: 3 Células MEC-1; durante 5 días) (dot blot derecha). Representación estadística de la expresión de CD163. Los 
datos muestran la M±DE de 6 experimentos independientes. Análisis estadístico mediante U de Mann- Whitnney; 
*p<0.05; **p<0.001 y ***p<0.0001.  
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Además se comprobó la expresión del receptor depurador de hemoglobina o scavenger 
CD163. Se ha demostrado que este receptor se expresa en una subpoblación de Mφ polarizados 
en respuesta a factores anti-inflamatorios como IL4, IL10 o corticoesteroides (28; 177). En este 
trabajo también se ha comprobado que los Mφ aislados de los pacientes con LLC presentan una 
elevada expresión de esta molécula en su superficie celular. En  el modelo in vitro se observó 
que los Mφ CD14+/CD163+ aumentan su frecuencia de manera significativa, después de ser co-
cultivados previamente con células MEC-1 durante 5 días, en comparación con la frecuencia de 
expresión en aquellos Mφ que no han sido co-cultivados (7,26±6,18 vs 1,86±0,3 respectivamente 
p=0.008).  
4.6.2. Producción de citoquinas inflamatorias en el modelo de TE in vitro en LLC. 
Una vez establecidas las condiciones óptimas para el modelo in vitro de TE con células 
MEC-1 y comprobado que se cumplían las características fenotípicas descritas en los Mφ 
aislados de los pacientes se quiso estudiar si el perfil de tolerancia a endotoxinas también se 
daba en la producción de citoquinas inflamatorias. Además, este modelo se utilizó para estudiar 
con mayor profundidad las moléculas implicadas en este proceso, facilitando aquellos estudios 
donde las muestras de pacientes podrían resultar limitadas. 
En el modelo se evaluó la capacidad de los Mφ co-cultivados previamente con células 
MEC-1 para secretar citoquinas inflamatorias utilizando citometría de flujo. Los resultados 
obtenidos muestran una disminución significativa en la producción de esta molécula en 
respuesta al LPS comparada con la expresión observada en aquellas células que únicamente han 
recibido la estimulación final de LPS;  M±DE del porcentaje de células CD14+/TNF+ 
(26,33%±7,63%vs 79,17%±10,68%; p=0,0022)(Fig. R12A). Además, los valores de producción de 
TNF en los Mφco-cultivados con células MEC-1 son similares a los reducidos niveles observados 
en el control de TE (LPS 5 días + LPS) con una M±DE (15,25±5,37). Por otra parte, se estudió la 
cinética de expresión de los diferentes genes inflamatorios a las 3, 6 y 24 horas después del 
estímulo final con LPS, en Mφ co-cultivados previamente durante 5 días con células MEC-1. La 
extracción del mRNA se realizó en los Mφ, aislados mediante bolitas magnéticas que seleccionan 
las células CD14+ siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos.  
 
 
 
 - 62 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R12. Citoquinas inflamatorias producidas en Mφ del modelo de TE  in vitro  en LLC. 
(A) Porcentaje de células CD14+/TNFα+ medido mediante citometría de flujo intracelular. Los Mφ co-cultivados 
previamente con células MEC-1 (barras grises) frente a los Mφ únicamente estimulados con LPS (barras blancas) 
secretan menos cantidad de TNF. (B-E)Expresión del mRNA de citoquinas pro-inflamatorias 3, 6 y 24 horas tras 
la estimulación con LPS (10ng/ml) en Mφ previamente co-cultivados con células MEC-1 (barras grises), 
estimulados con LPS (10ng/ml) o en cultivo sin tratamiento durante 5 días (barras blancas) (F) Secreción de TGFβ 
medida mediante citometría de flujo intracelular donde el porcentaje de células CD14+/TGF+ es 
significativamente mayor en los Mφ co-cultivados previamente con células MEC-1 durante 5 días (barras grises). 
(G-J) Expresión del mRNA de las citoquinas anti-inflamatorias 3, 6 y 24 horas tras la estimulación con LPS 
(10ng/ml) en Mφ previamente co-cultivados con células MEC-1 (barras grises), estimulación con LPS (10 ng/ml) 
o  en cultivo sin ningún tratamiento durante 5 días (barras blancas). El análisis estadístico se realizó comparando 
las células co-cultivadas con MEC-1 durante 5 días (barras grises) frente a los Mφ que sólo se estimularon con 
LPS (10ng/ml) durante 24 horas (barras blancas). Todos los histogramas están representados como la M± DE de 
una n=6, ns= no significativo;* p<0.05, ** p<0.01  (Análisis estadístico no paramétrico U de Mann-Witney). 
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En la figura R12, están representados los niveles de expresión de los genes de TNFα (A),  
IL1β (B), IL6 (C) y CCL20 (D). Los Mφ únicamente estimulados con LPS presentan una importante 
sobre-expresión del mRNA de estos genes pro-inflamatorios. En cambio, los Mφco-cultivados 
previamente con células MEC-1, durante 5 días, presentaban una significativa disminución en la 
expresión de estas citoquinas. La quimioquina CCL20, también llamada quimioquina reguladora 
de la activación del hígado (LARC) o proteína 3-alpha del macrófago inflamatorio (MIP3A), se 
encuentra sobre-expresada en respuesta al LPS por los Mφ(163), y se ha descrito como un 
potente quimio-atrayente de linfocitos (72). En el modelo in vitro, CCL20 presentan una total 
reducción de esta quimioquina, en los Mφ co-cultivados con las células MEC-1 y en los Mφ pre-
estimulados durante 5 días con LPS.  
Además, se evaluaron los niveles de expresión de algunas quimioquinas y moléculas 
sobre-expresadas por los Mφ tolerantes. La producción de TGFβ se estudió mediante citometría 
de flujo en los Mφ co-cultivados con células MEC-1 se encontró  un mayor porcentaje de células 
CD14+/TGFβ que en los Mφ que sólo recibieron el estímulo final de LPS (M±DE 34,73%±4,78%  
vs 20,17%±6,55%; p=0.0013) (Fig. R12A). También se comprobaron los niveles de expresión del 
mRNA de los genes  TGFβ (Fig.R12A), VEGF (B), CCL18 (C) y MIF (D). El co-cultivo previo con 
células MEC-1 durante 5 días aumenta los niveles de expresión de TGFβ, esta molécula es 
producida por numerosas células tumorales y por los propios Mφ y contribuye a la metástasis y 
la progresión del tumor (82; 110). 
En el caso del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), descrito como una 
importante quimioquina en Mφ tolerantes (115), se encuentra sobre-expresado en los Mφ co-
cultivados previamente con células MEC-1 frente a los Mφ control, aunque esta diferencia no 
llega a ser significativa (Fig R16B). Por otra parte, la quimioquina con motivo C-C, CCL18, 
producida principalmente por los Mφ asociados a tumor, cuya expresión en sangre o en el 
estroma tumoral, se ha asociado con metástasis y con una reducida supervivencia de los 
pacientes (32), también se encuentra significativamente aumentada en los Mφ co-cultivados 
previamente con células MEC-1 frente a aquellos sólo estimulados con LPS (Fig. R16C).  
Por último, se analizó el Factor Inhibitorio de Migración de los macrófagos (MIF). Esta 
quimioquina es capaz de suprimir de manera activa la respuesta anti-tumoral de los linfocitos (1; 
201). En los Mφ co-cultivados previamente con células MEC-1 la expresión de MIF se encuentra 
elevada desde el inicio del estímulo con LPS, aunque no existen diferencias significativas con la 
expresión obtenida en los Mφ únicamente estimulados con LPS. 
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4.6.3. Vías intracelulares implicadas en la TE del modelo in vitro de LLC. 
La activación de TLR4 por el LPS induce la unión a este receptor de diversas proteínas 
adaptadoras intracelulares como MyD88.Estas proteínas, a su vez, se encargan de reclutar a; 
IRAK-1, IRAK-4 y TRAF6. Por otro lado, reguladores negativos de la señalización a través de los 
como IRAK-M, antagonizan la señalización a través de interacciones proteína-proteína 
previniendo, la subsiguiente activación de IRAK-1 (87). Teniendo en cuenta estos datos se 
estudiaron los cambios que el co-cultivo con las células MEC-1 podía generar en las moléculas 
implicadas en la señalización de TLR4. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA de IRAK-
1, TRAF6 e IRAK-M en Mφ previamente co-cultivados con células MEC-1. Para el desarrollo de 
estos experimentos los Mφde Buffy Coat co-cultivados con células MEC-1 durante 5 días, se 
estimularon con LPS (10ng/ml durante  1, 3, 6 y 24 horas). Antes de la extracción del mRNA los 
Mφ fueron aislados con bolitas magnéticas CD14, una vez asilados se procesaron tal y como se 
indica en materiales y métodos para la extracción del mRNA. 
La expresión de IRAK-1 se encontró significativamente disminuida en los Mφ co-
cultivados con células MEC-1 desde el inicio de la estimulación con LPS (Fig. R13A). La 
disminución en la expresión de IRAK-1, en un tiempo temprano, impide la señalización a través 
del TLR4.La expresión de TRAF6, del mismo modo que ocurre con IRAK-1, se encuentra 
significativamente disminuida en los Mφ co-cultivados previamente con células MEC-1 frente a 
los Mφ que únicamente recibieron el estímulo del LPS. Esta disminución, igual que para IRAK-1, 
ocurre desde el inicio de la estimulación con LPS (Fig. R13B). 
Al contrario de lo que ocurre en los Mφ estimulados sólo con LPS, la expresión génica de  
IRAK-M se encuentra regulada positivamente desde el inicio de la estimulación con LPS en 
aquellos Mφ co-cultivados previamente con células MEC-1, al igual que en los pre-tratados con 
LPS. En el caso de los Mφ co-cultivados con MEC-1, aunque el aumento de IRAK-M comienza una 
hora después de recibir el segundo estímulo de LPS, esta diferencia se ve incrementada con el 
tiempo (Fig. R13C). La presencia de niveles altos de IRAK-M desde el inicio en Mφ co-cultivados 
previamente con células MEC-1, impide que IRAK-1 y TRAF6 puedan señalizar a través de la 
cascada inflamatoria. 
Los Mφ co-cultivados durante 5 días con las células MEC-1 (línea negra), cuando se 
estimulan nuevamente con LPS aumentan significativamente sus niveles de IRAK-M desde el 
inicio. Por el contrario, los Mφ que sólo reciben el último estímulo de LPS (línea blanca), 
presentan un ligero aumento de la expresión de IRAK-M tan sólo después de 24 horas de 
estimulación con LPS (10ng/ml) (Fig. R13D). 
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Fig. R13. Expresión de IRAK-M en el modelo in vitro de LLC. 
Expresión del mRNA de IRAK-1 (A), de TRAF6 (B) y de IRAK-M (C). Representación de la (M±DE) de los niveles de 
expresión de los Mφ en respuesta al LPS (10ng/ml) durante 1, 3, 6y 24 horas. Los Mφco-cultivados con células MEC-1 
durante 5 días (10 Mφ: 3 MEC-1; barras grises) o estimulados previamente también durante 5 días con LPS (10ng/ml; 
barras negras). (D) Representación de los niveles de expresión de IRAK-M (M±DE) en los distintos tiempos evaluados 
(1, 3, 6y 24 horas) frente a la expresión de IRAK-M en los Mφ que únicamente se estimulan con LPS. Todos los 
experimentos muestran la M±DE de n= 5 experimentos independientes. En todos los casos las comparaciones 
estadísticas se realizaron frente a los niveles de expresión de los Mφ únicamente tratados con LPS. * p<0.05; 
**p<0.001; ***p<0.0001. Análisis estadístico mediante una Annova, con un post-test  no paramétrico Kruskal Wallis. 
 
4.7 SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR IMPLICADA EN LA TE: PAPEL 
DEL miRNA146a. 
Tal y como referimos en la Introducción, la señalización inflamatoria a través del 
receptor TLR4 termina con la translocación al núcleo del factor de transcripción NFκB, dando 
lugar a la expresión de diferentes citoquinas pro-inflamatorias como son el TNFα, IL1β, IL6 e IL12 
(74; 109; 133; 147). Esta señalización está ampliamente regulada, de hecho se ha descrito que 
tanto la tolerancia a endotoxinas en los Mφ humanos, como en los Mφ de ratón está asociada 
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con un descenso en la formación del complejo TLR4-MyD88-IRAKs, debido por ejemplo, a una 
disminución de la actividad de la kinasa IRAK-1 y de la expresión de TRAF6 (25; 77; 98; 148; 179). 
Los  miRNAs están adquiriendo una gran importancia en la regulación de la respuesta del 
sistema inmune. Fallos en su regulación se han relacionado con la aparición de enfermedades 
inflamatorias 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. R14. Expresión del miRNA146a los Mφ del modelo de TE  in vitro en LLC.  
(A) Niveles de expresión del miRNA146a en los Mφ aislados de buffy coats estimulados con LPS (10ng/ml) durante 3 
horas, después de un co-cultivo previo con células MEC-1 durante 5 días (barra gris) o sin pre-tratamiento (barra 
negra. La expresión del miRNA146a se normalizó con el RNU24. En cada una de las condiciones se analizó la inducción 
de la expresión de TNF (B); la expresión de las moléculas de presentación antigénica HLA-DQ (C) y HLA-DR (D). Todas 
las gráficas muestran la M±DE de los niveles de inducción tomando como referencia el nivel basal respectivo sin 
recibir ningún tratamiento. Las comparaciones estadísticas se realizaron frente a los niveles de expresión de los Mφ 
únicamente estimulados con LPS. * p<0.05;**p<0.01. Test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
 
Los miRNAs más estudiados en la activación de los Mφ son el miRNA-155, -146, -147 -9 y 
-21, todos ellos inducidos por ligandos de los TLRs (138; 141).El miRNA146a se ha relacionado 
ampliamente con el fenómeno de la TE (135; 152; 179).Además, se ha comprobado como el 
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aumento de su expresión se mantiene en la células tolerizadas con LPS cuando son estimuladas 
posteriormente con ligandos de otros TLRs (135). Hasta el momento no hay datos publicados 
que asocien la TE causada por el contacto con células tumorales y el aumento en la expresión 
del miRNA146a.  
A la luz de los resultados obtenidos en el modelo en las moléculas implicadas en la 
señalización a través del TLR4 se estudió el nivel de expresión del miRNA146a en el modelo  in 
vitro. Este miRNA se encuentra significativamente sobre-expresado en los Mφ co-cultivados 
previamente con células MEC-1 cuando son estimuladas con LPS. Además, la expresión de TNF, 
a nivel de mRNA, también se encuentra significativamente disminuida en estos Mφ. Por otro 
lado, y para comprobar el fenotipo de TE en los Mφ que se evaluó la expresión del miRNA146a, 
también se estudiaron los niveles de expresión en membrana de HLA-DQ y HLA-DR (Fig. R14). 
Con el objeto de validar los resultados obtenidos en el modelo se comprobó en los Mφ 
asilados de los pacientes con LLC, la expresión del miRNA146a. Para ello 10 pacientes y 10 VS se 
estimularon con (10ng/ml) durante 3horas. Una vez finalizado el tiempo de estimulación se 
recogieron las células y se aislaron los Mφ mediante bolitas magnéticas que une CD14. Los Mφ 
purificados se lisaron y el RNA se obtuvo siguiendo el protocolo descrito en materiales y 
métodos. Y los niveles de expresión del miRNA146a se comprobaron mediante sondas TaqMan, 
todos los datos se normalizaron con el miRNA RNU24. El análisis de los resultados muestra un 
aumento de la expresión del miRNA146a en los Mφ procedentes de los pacientes con LLC frente 
a los Mφ de VS. La sobre-expresión del miRNA146a está asociada con la generación de un estado 
de TE en Mφ(43). Además se comprobó el estado tolerante de los Mφ de pacientes evaluando la 
expresión de TNF (Fig. R15B), HLA-DR y HLA-DQ tras un estimulo con LPS. 
Por otro lado, también se analizaron los niveles de expresión de IRAK-1 y de TRAF6, 
descritos como dianas directas del miRNA146a (25; 98; 148; 179). La expresión de estos dos 
genes se encontró significativamente disminuida en los Mφ de pacientes con LLC (Fig. R15C y D). 
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Fig. R15. Expresión del miRNA146a y sus genes dianas IRAK-1, TRAF6 en pacientes con LLC.  
(A) Niveles de expresión del miRNA146a en los Mφ aislados de VS (cajas gris claro; n=10) frente a los Mφ aislados de 
los pacientes con LLC (cajas gris oscuro; n=10)) después de su estimulación con LPS (10ng/ml) durante 3horas. (B) 
Representación de los niveles de inducción de TNF en los mismos pacientes en los que se evaluó la expresión de 
miRNA, Mφ procedentes de los pacientes con LLC frente a los VS. Expresión del mRNA de los genes diana del 
miRNA146a, IRAK-1 (C) y TRAF6 (D). Todos los experimento muestran la M±DE de los niveles de inducción de los 
distintos RNAs (LLC n= 10; VS n=10). Se han representado tomando como referencia los niveles basales de cada uno 
de los individuos sin estimular. Las comparaciones estadísticas se realizaron frente a los niveles de expresión de los 
Mφ aislados de los VS. * p<0.05; (t-test no paramétrico/Mann-Whitney) 
 
Este último resultado sugiere que el fenotipo que presentan los Mφ aislados de los 
pacientes con LLC, se corresponde con un fenotipo de tolerancia a endotoxinas, y que es un 
proceso que puede encontrarse controlado por el miRNA146a, al igual que ocurre en la TE 
causada por el LPS (86; 135). Además, las dianas directas descritas para este miRNA presentan 
una expresión disminuida, así como la producción de las citoquinas inflamatorias como el TNF, 
que se encuentra en su cascada de señalización.  
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5. DISCUSIÓN 
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Tal y como hemos expuesto en la introducción, la Leucemia Linfática Crónica es una 
enfermedad oncológica, que se desarrolla lentamente y que puede no requerir de tratamiento 
durante meses e incluso años. Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en 
pacientes con LLC son las infecciones recurrentes. Alrededor del 80% de los pacientes con LLC 
presentan alguna complicación infecciosa a lo largo del transcurso de la enfermedad. Además, se 
ha estimado que el 60% de las muertes de los pacientes con LLC se deben a las infecciones y sus 
complicaciones (75; 124; 128; 154). 
A pesar de que un número importante de trabajos indican la existencia de una conexión 
entre la alta frecuencia de infecciones y la hipogammaglobulinemia en pacientes de LLC (124; 
154; 157)existe un grupo de pacientes que, aún presentando una producción estándar de Igs, 
padecen infecciones oportunistas (ver tabla 2 resultados). En nuestra cohorte la mayoría de 
pacientes que desarrollaron infecciones, el 63,2%, no presentaban niveles bajos de 
inmunoglobulinas. Por lo tanto no podemos afirmar que la causa del incremento en la tasa de 
infecciones sea únicamente debido a la hipogammaglobulinemia. Por otra parte, se ha descrito 
que los bajos niveles de inmunoglobulinas suelen presentarse en estadios avanzados de la 
enfermedad (178).Sin embargo, de los 70 pacientes reclutados en nuestro estudio, el 80% (60 
pacientes) se encontraban en un estadio Binet A, siendo este el  estadio inicial de la  enfermedad 
(18). 
Los Mφ de los pacientes con LLC analizados para este trabajo no generaron una 
respuesta inflamatoria clásica tras la estimulación ex vivo con endotoxina (LPS).Los resultados 
obtenidos en este trabajo muestran que estos Mφ secretan significativamente menos TNF, IL6 
e IL1 en respuesta al LPS en comparación con los Mφ de VS. El mismo resultado se observó para 
la expresión de TNFα mediante tinción intracelular.  Por el contrario, la IL8, a pesar de que se ha 
descrito como una citoquina  pro-inflamatoria, debido a su capacidad quimioatrayente sobre los 
neutrófilos y sus propiedades inflamatorias (11), se secreta en grandes concentraciones por los 
Mφ de pacientes cuando se exponen alLPS. Este resultado no es contradictorio en un fenotipo 
tolerante puesto que también se ha descrito como un importante factor angiogénico en varios 
tipos de cánceres y se ha asociado con metástasis (38; 106; 171; 186). 
Por otro lado la IL10, conocida por ser una importante citoquina anti-inflamatoria (34), 
también mostró una disminución tras la estimulación. En este contexto, la expresión y la 
regulación de la IL10 parecen tener un papel contradictorio.Por una parte, varios autores han 
demostrado el importante papel que juega la IL10 en el control de la tolerancia a endotoxinas 
(120; 196). Mientras que otros trabajos han descrito un débil efecto en la generación de la 
 - 72 - 
tolerancia a endotoxinas para esta citoquina (131), no siendo suficiente para explicar el proceso 
de desregulación observado en los pacientes sépticos (116). Además, experimentos realizados en 
ratones knockout para la IL10 demostraron que estos desarrollaron un fenotipo tolerante 
cuando se exponían en dos ocasiones sucesivas al LPS (17). Otra importante molécula anti-
inflamatoria analizada mediante citometría de flujo, TGF, presentó un ligero incremento de 
expresión en los Mφ de los pacientes con LLC frente a los VS, aunque sin llegar a ser 
estadísticamente significativo.  
Al igual que se ha descrito por otros autores, nuestra cohorte de pacientes mostró un 
incremento significativo de la población no-clásica de monocitos, en concreto un 35,4% de ellos 
presentaban un perfil  CD14+/CD16++ (160; 174)(figura R3A).Siendo el aumento de la población no 
clásica un claro indicio de la presencia de Mφcon un fenotipo tolerante. Estos Mφ no-clásicos 
pueden estar implicados en el aumento de la tasa de infecciones de los pacientes con LLC puesto 
que en la literatura se relaciona la presencia de Mφ CD14+/CD16++ con un estado de tolerancia a 
endotoxinas en sepsis (4; 26) y una baja producción intracelular de TNF (41). La expresión del 
marcador CD16 también se ha asociado con la capacidad para inducir reguladores negativos de la 
vía TLR4/MyD88 como IRAK-M, o el antagonista del receptor de la IL1 (IL1-RA) en pacientes con 
sepsis causada por Gram-negativas (164). 
En el estudio de la caracterización completa del fenotipo de los Mφ circulantes en 
pacientes con LLC se analizó la expresión del marcador de superficie CD163. Esta molécula se 
encuentra presente en un mayor número de monocitos en los pacientes que en los VS. Sin 
embargo, las diferencias no llegan a ser significativas debido a la gran dispersión y variabilidad 
entre muestras (Fig. R3C). Este marcador se ha utilizado en diferentes estudios  como parámetro 
para discriminar Mφ con perfil tolerante(59; 89; 104), asociándose positivamente con estadios 
más avanzados del cáncer, un mayor tamaño y comportamientos más agresivos del mismo (118; 
190). 
Por otro lado, el marcador CD64, ampliamente relacionado con la capacidad fagocítica de 
los Mφ (60), presentó un significativo incremento de su expresión en los Mφ procedentes de los 
pacientes con LLC frente a los Mφ de los VS. En línea con estos resultados, la capacidad fagocítica 
de bacterias Gram negativas (E. Coli) por los Mφde pacientes también se encontró incrementada 
de manera significativa (Fig. R4). Otros grupos de investigación también han demostrado que Mφ 
humanos en un estado TE aumentan su capacidad para internalizar los patógenos presentando, 
al mismo tiempo, una pérdida de la presentación antigénica de los mismos (133). 
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 Además de las características fenotípicas anteriores, una menor capacidad en la 
presentación antigénica ha sido descrita en los Mφ tolerantes (60; 74). En nuestra de cohorte de 
pacientes se observó una significativa disminución de la expresión de las moléculas del complejo 
de histocompatibilidad de clase II, HLA-DQ y HLA-DR, del mismo modo que presentan una baja 
capacidad para la presentación antigénica (Fig. R5).  
A modo de resumen, podemos destacar que las principales características encontradas 
en los Mφ de los pacientes con LLC son: 
 
 Incapacidad para secreción de citoquinas inflamatorias 
 Incremento de la población no-clásica de Mφ (CD14+/CD16++) 
 Sobreexpresión de CD64 y de CD163 
 Incremento de la fagocitosis 
 Escasa expresión de HLA-DQ y HLA-DR 
 Baja presentación antigénica. 
 
Estos hallazgos indican la existencia de un estado refractario en estos pacientes. Y 
podemos inferir que el riesgo inherente a infecciones oportunistas en pacientes de LLC no se 
encuentra asociado ni con el tratamiento, ni con el fenómeno de la hipogammaglobulinemia. En 
este sentido, no encontramos una relación clara entre la disminución de las inmunoglobulinas y 
la incidencia de infecciones. Como se resume en la Tabla R2, el 63% de los pacientes que 
padecieron una infección dentro de los 60 días posteriores a la inclusión en nuestro estudio, 
mostraron tener unos niveles normales de inmunoglobulinas. Este resultado nos indica que los 
Mφ pueden estar implicados en este fenómeno. 
Tal y como hemos afirmado anteriormente, una característica relevante observada en los 
Mφ de pacientes con LLC estudiados es la baja expresión en superficie de las moléculas, HLA-DQ 
y HLA-DR. Es por ello que se realizó un análisis de curvas ROC con la finalidad de comprobar la 
posible relación de estos marcadores y la aparición de infecciones en los pacientes. Los 
resultados obtenidos demuestran que existe una relación inversa entre los niveles de expresión 
de HLA-DQ y HLA-DR y el aumento de la tasa de infecciones en estos pacientes. En este trabajo 
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se ha corroborado la importancia de la molécula HLA-DR en la LLC para predecir posibles 
complicaciones de la patología. Hasta ahora se había descrito una relación entre la presencia de 
un mayor número de CD14+/HLA-DR lo/neg en pacientes con LLC y una disminución en el tiempo de 
progresión de esta enfermedad, acortando el periodo que permanecen sin tratamiento ni 
complicación alguna(64), pero no con la aparición de infecciones. Por este motivo, los resultados 
obtenidos sugieren un papel importante para este marcador de expresión en superficie como 
predictor del riesgo de infecciones en estos pacientes.                                
La mayoría de los trabajos asocian la TE a un contacto previo con alguna endotoxina, lo 
cual induce un estado refractario durante la segunda exposición a la misma (37; 200). Sin 
embargo, estímulos de distinta naturalez pueden inducir TE, por ejemplo, nuestro grupo ha 
descrito este fenómeno en patologías “estériles”, como el infarto de miocardio, en cuyos 
pacientes el DNA mitocondrial liberado al plasma induce un notorio estado refractario en el 
sistema inmune (52).   
En el presente trabajo, se demuestra un estado de TE en monocitos de pacientes de LLC 
causados por el contacto con las células tumorales. Nuestros ensayos in vitro indican que los Mφ 
de los VS son reprogramados a un estado de TE después de co-cultivarse con linfocitos obtenidos 
de los pacientes con LLC. A pesar de que se ha descrito que los microambientes tumorales son 
capaces de regular  la actividad funcional de los monocitos (92; 180), no se pudo demostrar la 
existencia de un factor o factores solubles en el suero de los pacientes capaz de inducir este 
estado refractario en Mφ. El cultivo de los monocitos de VS con medio suplementado con el 10% 
de suero de pacientes con niveles altos de HA o con el HA per sé, no indujo un claro fenotipo 
tolerante. Estos últimos resultados contradicen la correlación encontrada entre los niveles del 
ácido hialurónico y la aparición de infecciones en pacientes con LLC. Otro importante factor 
soluble descrito como modulador de la respuesta inmune en los Mφ, el Decoy Receptor 3 
(DcR3)(31) fue analizado, pero los resultados observados no muestran diferencias en la cantidad 
de DcR3 presente en suero de los pacientes comparado con los niveles presentes en el suero de 
los VS. Además, tampoco se encontró correlación entre los niveles de DcR3 y la aparición de 
infecciones en los pacientes (Fig. R7).  
Debido a que ninguno de los factores solubles estudiados, DcR3 y HA, son moléculas 
capaces de inducir un estado TE en Mφ en condiciones in vitro, se diseñó un modelo que 
simulase las características observadas en los pacientes con LLC. Teniendo en cuenta que para 
obtener un fenotipo de TE es necesario el contacto célula-célula. Los resultados obtenidos 
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demostraron que para generar el estado de TE en Mφde buffy coat, usando la línea celular de 
leucemia linfática MEC-1, era necesario  un co-cultivo previo de 5 días.  
Una de la herramientas utilizadas para la validación del modelo in vitro fue la expresión 
en superficie de HLA-DQ y de HLA-DR en Mφ. Una vez establecidas las condiciones óptimas del 
modelo, se validaron los diferentes resultados obtenidos en los ensayos de los Mφ aislados de 
los pacientes con LLC. Como el marcador CD64, CD163, la secreción de TNFα y de TGFβ. Por otro 
lado, se evaluaron los niveles de expresión del mRNA de diferentes citoquinas descritas como 
pro-inflamatorias, TNF, IL6, IL-1β y CCL20 (115; 163). En todos los casos encontramos una 
disminución en la expresión en Mφ previamente co-cultivados con células MEC-1 en 
comparación con aquellos sólo expuestos al LPS. Además, cuando se evaluaron las principales 
citoquinas y quimioquinas descritas como características de un perfil tolerante, TGFβ (110), VEGF 
(115),  CCL18 (32) y MIF (1)se observó un incremento significativo de los niveles de expresión de 
su mRNA en los Mφ co-cultivados previamente con las células MEC-1 frente a aquellos 
estimulados únicamente con LPS. 
La pseudokinasa IRAK-M se ha descrito como un miembro de la familia IRAK implicada en 
la tolerancia a endotoxinas (46; 87; 136). En trabajos previos de nuestro grupo se reportó que la 
IRAK-M se sobre-expresa de manera rápida en Mφ que presentan TE  cuando se exponen al LPS y 
en Mφ circulantes aislados  de pacientes con sepsis(46). También se ha visto como la 
estimulación previa con las células tumorales, A431 y HeLa, incapacita a los Mφ para responder 
de manera inflamatoria frente a un nuevo estímulo tumoral, aumentando la expresión de IRAK-
M e impidiendo la señalización a través de la ruta del TLR4 (175). Cuando se comprobaron los 
posibles efectos del co-cultivo con las células MEC-1 en la expresión de diferentes genes de la 
cascada del TLR4 se observó la disminución de la expresión de IRAK-1 y TRAF-6 y el aumento de 
IRAK-M. El fenotipo de los Mφ del modelo in vitro de LLC es muy similar al fenotipo observado en 
los Mφ aislados de los paciente con LLC.  
Por su parte, los miRNAs tienen un destacado papel en la regulación post-transcripcional 
(14), numerosos artículos describen su influencia en la señalización de la respuesta inmune (12; 
22; 138; 142). Debido a este hecho y con el objetivo de acercarnos al mecanismo que subyace en 
la TE desarrollada por estos pacientes con LLC estudiamos la presencia de miRNAs con actividad 
descrita en procesos de TE. Se pudo comprobar que tanto los Mφ procedentes de buffy coats co-
cultivados previamente con las células MEC-1, como los Mφ aislados de pacientes con LLC 
expresan niveles significativamente altos de miRNA146a en respuesta al LPS. Este microRNA ha 
sido identificado por jugar un papel crucial en la tolerancia inducida por endotoxina (98; 135; 
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148; 179). En este sentido, Shao et al. (166) demostró la asociación existente entre el gen de 
miRNA146a y sepsis severa en 226 pacientes. 
 En la presente tesis doctoral, se ha comprobado que la expresión de este miRNA 
aumenta en Mφ estimulados con LPS tras el contacto con células tumorales. De hecho, los Mφ 
de los pacientes con LLC expuestos ex vivo a LPS, incrementaron sus niveles de miRNA146a entre 
2 a 200 veces con respecto al nivel basal. Sin embargo, en los monocitos de voluntarios sanos no 
observamos este efecto. 
 
Fig. D1. Esquema de las moléculas implicadas y la cinética en la respuesta inflamatoria de los M M1 y  M2 
en el modelo de TE en LLC propuesto en este trabajo. 
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En concordancia con estos resultados, la expresión de los genes diana del miRNA146a, 
(TNFα, IRAK-1 y TRAF6), disminuyeron también en los monocitos de pacientes con LLC 
estimulados con LPS. La regulación negativa de estos factores podría explicar la limitada 
respuesta inflamatoria observada después de la exposición a endotoxina, en la Fig. D1 se 
muestra un esquema de la propuesta de regulación implicada en la TE de la LLC. Cabe destacar 
que resultados similares se obtuvieron en ensayos in vitro (Fig. R14). Según los conocimientos 
acumulados al escribir este manuscrito, esta es la primera vez que se describe una tolerancia-
cruzada entre tumor y endotoxinas.En conjunto, nuestros datos indican que los pacientes que 
sufren de LLC se encuentran en un estado refractario, el cual les impide generar una respuesta 
inflamatoria clásica frente a patógenos, independientemente de sus niveles de 
Inmunoglobulinas. 
Como resultado del contacto directo entre tumor y monocitos, estos últimos 
“reprograman” su respuesta innata y expresan altos niveles del miRNA146a, que a su vez, puede 
regular los niveles de factores críticos en la respuesta inflamatoria como son IRAK-1 y TRAF6. 
Estos datos proporcionan una nueva explicación del riesgo de infección en enfermos de LLC. 
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6. CONCLUSIONES 
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1. Se ha demostrado que los monocitos circulantes aislados de los pacientes con LLC 
presentan un fenotipo de activación alternativo frente a patógenos, similar al descrito en la 
tolerancia a endotoxinas. Este fenotipo tolerante afecta tanto en su capacidad para la secreción 
de citoquinas, como en la expresión de diferentes marcadores de membrana y en sus 
capacidades funcionales.  
2. Se ha relacionado la expresión de la molécula de histocompatibilidad de clase II, HLA-DR 
con la evolución y el desarrollo de infecciones. 
3. Se ha diseñado un modelo in vitro capaz de reproducir las principales características de la 
TE que presentan los monocitos de los pacientes con LLC, facilitando de esta manera el estudio 
de los mismos. 
4. El modelo de TE en LLC presenta alterada la vía de señalización a través del receptor TLR4 
en respuesta al LPS. 
5. La pseudoquinasa IRAK-M se encuentra sobre-expresada. 
6. El miRNA 146a se encuentra sobre-expresado en los pacientes con LLC en respuesta al 
LPS. Este miRNA, también presenta expresión incrementada en el modelo de TE de LLC, después 
del co-cultivo de los Mφ con las células tumorales, MEC-1. 
7. En conjunto todos los datos aportados por este trabajo indican que los pacientes con LLC 
se encuentran en un estado de tolerancia a endotoxinas, causándoles incapacidad para 
responder de una manera pro-inflamatoria a un estímulo patogénico, independientemente de 
los niveles de inmunoglobulinas. Debido al contacto directo establecido entre las células 
tumorales y los M, se produce un reprogramación de su respuesta inmune innata orquestada 
por la presencia de altos niveles del microRNA146a, el cual regula los niveles de factores críticos 
en la respuesta inflamatoria, como IRAK-1 y TRAF6. Estos datos aportan una importante 
explicación para el aumento de riesgo de infecciones en los pacientes con leucemia linfática 
crónica.   
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8. ANEXOS 
